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Eimeria bovis ist eine der häufigsten bovinen Eimeria-Arten in Mitteleuropa und zählt 
zu den pathogensten Kokzidien des Rindes. Infektionen mit diesem intrazellulären 
Protozoen können beim Kalb unter bestimmten Haltungsbedingungen (vgl. [50]), 
sowie bei Ko-Infektionen, beispielsweise mit viralen Erregern [152], große 
wirtschaftliche Bedeutung erlangen. Die klinischen Erscheinungen sind dann von 
einer schweren, hämorrhagischen Typhlocolitis geprägt [76]. Gleichwohl besteht in 
der Regel ein ausgeprägtes, von einer belastungsfähigen Immunität der Tiere 
getragenes, enzootisches Gleichgewicht, das z. T. klinische Konsequenzen der 
Infektion verhindert (vgl. [50]). Die Mechanismen, die bei der Kontrolle der 
Erstinfektion und der Immunität gegen Reinfektionen mit E. bovis zum Tragen 
kommen, sind nur unzureichend bekannt. In Übereinstimmung mit anderen Eimeria-
Infektionen bei Säugern besteht zwischen dem Antikörperprofil und einer 
schützenden Immunität im Kalb kein klarer Zusammenhang, auch wenn die 
Antikörperspiegel mit der Schwere einer E. bovis-Infektion korrelieren [110, 115]. 
Zelluläre Immunreaktionen des Rindes auf E. bovis-Infektionen sind bisher nur in 
geringem Umfang untersucht worden. Insbesondere auf Ebene der angeborenen 
Immunreaktionen, die entscheidend beim ersten Zusammentreffen von Parasit und 
Wirt sein müssen, liegen keinerlei Untersuchungen vor, obwohl Daten zu anderen 
Eimeria-Infektionen auf die Relevanz dieser Reaktionen hindeuten [25, 24, 222, 316, 
325, 327, 372]. Bezüglich adaptativer Immunreaktionen kann aus Untersuchungen 
zu anderen Eimeria-Infektionen, vorwiegend in Nagermodellen, geschlossen werden, 
dass sowohl die Begrenzung einer erstmaligen Eimeria-Infektion als auch der Schutz 
gegen eine Reinfektion zum Großteil T-Zell-abhängig sind (zusammenfassend unter 
[395]). Aus der Mehrzahl der Untersuchungen lässt sich annehmen, dass im ersteren 
Fall eher CD4+-T-Zellen eine wichtigere Rolle spielen [291, 333, 367], offensichtlich 
mit Th1-Zellen über IFN-γ als entscheidendem Mediator und Induktor von 
zytotoxischen Komponenten wie N- und O-Intermediaten bzw. -Radikalen [260, 382]. 
Bei Reinfektionen dagegen scheinen CD8+-T-Zellen die entscheidenden Effektor-
zellen zu sein [111, 259, 325, 334]. Diese v. a. im Maussystem durchgeführten 
Untersuchungen sind jedoch nur bedingt auf das Rind übertragbar, da adaptativ-
zelluläre Immunreaktionen im bovinen System nicht zwingend dem für die Maus 
gültigem Schema der Th1/Th2-Dichotomie folgen [45].  
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Aus bisherigen Untersuchungen an E. bovis-infizierten Tieren ist im Rahmen der 
Primärinfektion eine gesteigerte Proliferationsleistung von PBMC als Reaktion auf 
E. bovis-Antigen sowie eine Vermehrung des Anteils der CD4+- und CD8+-T-Zellen 
ersichtlich [144, 157, 158]. Dagegen scheinen -TCR+-T-Zellen in die Prozesse nicht 
involviert zu sein [144]. Die spezifische Reaktivität von T-Zellen aus lymphatischen 
Organen ist gleichfalls über die Patenz hinaus erhalten, vor allem in denjenigen 
Lymphknoten, die die betroffenen Gebiete drainieren. In diesen Lymphknoten ließen 
sich deutlich mehr IL-2- als IL-4-Transkripte nachweisen [144]. Daten zu IFN-γ oder 
zu anderen Zytokinen im Verlauf einer E. bovis Primär- oder Reinfektion sind jedoch 
fragmentarisch. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, sowohl Reaktionen von Zellen des 
angeborenen Immunsystems auf E. bovis-Stadien zu überprüfen, als auch adaptativ-
zelluläre Immunreaktionen im Verlauf der Primär- und Reinfektion mit E. bovis zu 
charakterisieren. Zudem waren E. bovis-induzierte Modulationen der infizierten 




2.1 Eimeria bovis: Entwicklungsbiologische Aspekte im Bezug auf 
Immunitätsentwicklung 
Eimeria bovis ist ein streng wirtsspezifischer und obligat intrazellulärer Parasit. Er 
entwickelt sich im Rind über zwei Merogonien, wobei im Zuge der ersten Teilung im 
Endothel der zentralen Lymphkapillaren der Zotten des distalen Ileums innerhalb von 
14-18 Tagen Makromeronten mit >100.000 Merozoiten I entstehen. Die zweite 
Merogonie sowie die Gamogonie finden danach in rascher Folge in Epithelzellen von 
Zäkum und Kolon statt, so dass die Präpatenz 18-21 Tage beträgt [133, 135, 134]. 
Bezüglich der Fragestellung, welche Parasitenstadien in immunen Tieren die Ziele 
der Immunität sind, ist bei E. bovis wenig bekannt. E. bovis-Sporozoiten infizieren 
nicht wie andere bovine Eimeria spp. Epithelzellen des Darms, sondern müssen 
stattdessen durch die mukosale Schicht des Ileums wandern, um Endothelzellen der 
zentralen Lymphkapillaren der Darmvilli zur Infektion zu erreichen. Es ist bisher nicht 
bekannt, ob Endothelzellen von basal oder apikal infiziert werden (in der Zellkultur 
erfolgt die Invasion von apikal). In vitro wird ein z. T. wiederholtes Verlassen bereits 
infizierter Wirtszellen mit nachfolgendem Aufsuchen neuer Zellen beobachtet, ein 
Phänomen, das auch für andere Eimeria spp. belegt ist [74, 75]. Als Folge ihres 
Invasionsverhaltens sowie ihrer Wanderung sollten freie Sporozoiten im Interstitium 
und in der Lymphe als Ziele von Immunzellen erfassbar sein. Sobald jedoch 
Sporozoiten adäquate Wirtszellen invadiert haben und die intrazelluläre 
Weiterentwicklung begonnen hat, sind E. bovis-Stadien bis zur Freisetzung der 
Merozoiten I, die dann wieder frei zugänglich wären, nur über die Eliminierung der 
endothelialen Wirtszellen angreifbar. Dies trifft ebenso auf spätere Stadien, wie 
Meronten II oder Gamonten zu.  
Daten aus anderen, nicht-bovinen Systemen sprechen dafür, dass protektive 
Immunreaktionen früh nach der (Re-)Infektion greifen und bereits Sporozoiten bei 
immunen Tieren beeinträchtigt werden. Diesbezüglich wird diskutiert, ob Sporozoiten 
anderer Eimeria spp. vor der Invasion von Enterozyten [286] erfasst werden oder ob 
über Immunreaktionen vorgeschädigte Sporozoiten zwar noch zur Infektion, nicht 
aber mehr zur intrazellulären Weiterentwicklung befähigt sind [195, 227]. Rose et al. 
Schrifttum 
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[296] zeigten im murinen System, dass nach Übertragung von Lymphozyten aus 
immunen Tieren auf naive Mäuse und anschließender Primärinfektion die Anzahl der 
Sporozoiten in der Mukosa deutlich reduziert war. Auch im Falle von E. tenella sind 
Sporozoiten in immunen Tieren z. T. in apikalen Epithelzellen, v. a. aber in 
Enterozyten der Zäkumkrypten in ihrer Zahl vermindert [294]. Interessanterweise 
scheint hier v. a. der Transfer von Sporozoiten aus als Transportmedium dienenden 
intraepithelialen Lymphozyten in Enterozyten der Krypten beeinflusst zu werden. 
Sollten tatsächlich Sporozoiten die Ziele adaptativer Immunreaktionen sein, stellt sich 
die Frage ob solche, spezifische Reaktionen zusätzlich auch spätere Stadien wie 
Merozoiten erfassen könnten. Bezüglich E. bovis sprechen kreuzreagierende 
Antikörper von Tag 10 p. i., die mit Sporozoiten und Merozoiten gleichermaßen 
reagieren [158], zumindest für einige gemeinsame antigene Determinanten. 
Proteinanalysen zeigten, dass mindestens vier Proteine in beiden Stadien vorhanden 
sind [277], so dass auf zellulärer Ebene eine gegen Sporozoiten gerichtete 
Reaktivität spätere Stadien wie Merozoiten grundsätzlich erfassen könnte.  
Neben Sporozoiten sprechen v. a. histopathologische Untersuchungen bei der Maus 
(E. falciformis: [228]; E. vermiformis: [296]), der Ratte (E. separata: [327]) und im 
Huhn (E. tenella: [294, 195]) zusätzlich für die sich entwickelnden, frühen ersten 
Meronten als betroffene Entwicklungsstadien protektiver Immunreaktionen. Dabei 
weisen beispielsweise bei E. tenella deutlich höhere Reduktionsraten in immunen 
Tieren bezüglich entwickelter Meronten I versus Sporozoiten auf zusätzliche, gegen 
Meronten gerichtete Mechanismen hin [294].  
Ältere Daten zu Immunisierungen von E. bovis-infizierten Kälbern weisen sowohl 
über eine geringere Anzahl von Merozoiten im Darminhalt als auch über eine 
verminderte Anzahl von Meronten I in der Dünndarmschleimhaut eher auf frühe 
Meronten als Zielstadien der Immunität hin [132]. In der entsprechenden Arbeit 
fehlen jedoch Aussagen über Sporozoiten.  
Interessanterweise ließen sich auf frühen, in vitro entwickelten Meronten I von 
E. bovis immunreaktive Komponenten nachweisen, die mit Seren immuner Kälber 
reagieren [15]. Das Reaktionsmuster der Immunseren wies dabei einerseits auf 
merozoitenspezifische Antigene und andererseits auf ein Auftreten dieser Moleküle 
auf der Oberfläche infizierter Wirtszellen frühestens ab Tag 7 p. i. hin, also zu einem 
Schrifttum 
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Zeitpunkt, zu dem die Proliferation des Parasitens zwar begonnen hat, jedoch noch 
keine reifen Merozoiten vorhanden sind. Da in vivo die entsprechenden Wirtszellen 
von Endothelzellen repräsentiert werden, erscheint es im Hinblick auf NK-Zell- oder 
adaptativ-zellulär-vermittelte Reaktionen von besonderem Interesse, dass 
Endothelzellen grundsätzlich Antigen-präsentierende Eigenschaften besitzen [20, 35, 
176, 379] und z. B. T-Zellen aktivieren können [63, 102, 268]. Im Prinzip wäre ein 
solcher Mechanismus aufgrund der oben genannten Lokalisation von 




2.2 Reaktionen von Zellen des angeborenen Immunsystems gegen 
Eimerien 
Es besteht kein Zweifel, dass Reaktionen des angeborenen Immunsystems die 
frühestmögliche und damit schnellste Abwehrfront des Wirts repräsentieren und 
grundsätzlich entscheidend für den weiteren Verlauf einer Infektion und der 
Entwicklung des Krankheitsgeschehens sind. Wie von P. Parham treffend resümiert, 
ist die Tatsache, dass Menschen (und Tiere) nicht permanent krank sind, auf 
Reaktionen des nicht-adaptativen Immunsystems zurückzuführen, die letztendlich die 
meisten Infektionen unterdrücken und somit inapparent bleiben lassen [265]. Zellen 
des nicht-adaptativen Immunsystems wie NK-Zellen, neutrophile Granulozyten 
(PMN) oder Makrophagen und ihre Immunreaktionen wurden jedoch über viele Jahre 
insbesondere in tiermedizinischer Sicht kaum wissenschaftlich untersucht.  
Auch im Falle der Eimerien und anderer Apikomplexa beschäftigen sich die meisten 
Untersuchungen mit Reaktionen des adaptiven, spezifischen Immungeschehens. Der 
individuell stark variierende Krankheitsverlauf bei E. bovis primär infizierten Kälbern, 
der letztendlich über die Wirtschaftlichkeit der betroffenen Tiere entscheidet, könnte 
jedoch auch als Ausdruck unterschiedlich effektiv agierender, nicht-adaptativer 
Immunreaktionen gewertet werden. Somit erscheinen detailliertere Untersuchungen 
zum nicht adaptativen Immungeschehen essentiell für das Verständnis der 




2.2.1 Neutrophile Granulozyten (PMN) 
PMN stellen Immunzellen der vordersten Verteidigungslinie dar und verfügen über 
multiple Effektormechanismen. Sie sind zur Phagozytose befähigt und können 
Pathogene intrazellulär über Sauerstoff-abhängige („oxidative burst“, Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies) oder Sauerstoff-unabhängige (Inhalte der PMN-Granula: 
Defensine, Lysozym, Elastase, Kathepsin B u. a.) Mechanismen abtöten (vgl. Abb. 1, 
zur Übersicht siehe [220]).  
Als eine eher indirekte, aber nicht minder effektive Strategie zur Elimination von 
Pathogenen wird die PMN-eigene Produktion diverser Chemokine oder Zytokine zur 
Anlockung und Aktivierung weiterer Immunzellen angesehen. Über die Synthese von 
IL-12 und TNF-α [27, 32, 89, 56] nehmen PMN z. B. Einfluss auf die Ausprägung sich 
entwickelnder adaptativer Immunreaktionen. Auch die Befunde, dass PMN Antigen-
tragend sein [215] und in direkte Interaktion mit dentritischen Zellen treten können 




                            
  
Abb. 1: Sauerstoff-abhängige- 
und -unabhängige Mechanismen 
während der Phagozytose 
Der Sauerstoff-unabhängige Weg 
beinhaltet die Freisetzung der 
Inhalte dreier Granula-Typen: 
azurophilischer, PMN-spezifischer 
und Gelatinase-enthaltender 
Granula, welche insgesamt Prote-
asen, antimikrobielle Proteine und 
Peptide und Enzyme enthalten. 
Eines dieser Enzyme, Lysozym, 
zerstört z. B. die anionischen 
Oberflächen von Bakterien und 
verursacht eine erhöhte Perme-
abilität der Bakterien. Die 
neutrophile Elastase, degradiert 
dagegen Virulenzfaktoren. 
Der Sauerstoff-abhängige Mecha-
nismus beruht auf dem NADPH-
Oxidase-Komplex, der sich an der 
Membran des Phagolysosoms 
zusammenfügt und die Produktion 
von O2
- beinhaltet. Dieses wird 
schnell in Hydogenperoxid 
überführt, welches seinerseits unter 
Einfluss der aus den azurophilen 
Granula stammenden Myelo-
peroxidase (MPO) zur Bildung von 
HOCl dient. 
 




In 2004 wurde ein zusätzlicher Effektormechanismus für humane PMN beschrieben 
[43], welcher die Bildung sog. „Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs) beinhaltet und 
zur extrazellulären Immobilisierung, Entwaffnung und/oder Tötung von Pathogenen 
führt (zur Übersicht siehe [220, 223, 384, 264]). Die in vivo-Relevanz dieses 
Mechanismus wurde inzwischen in unterschiedlichen Untersuchungen bestätigt [23, 
43, 48].  
Die Ausbildung solcher NETs wird v. a. hinsichtlich der Bekämpfung großer 
Pathogene diskutiert [368], ist mittlerweile speziesübergreifend auch für PMN von 
Maus [48, 103], Kaninchen [43], Pferd [7], Rind [202] und Fisch [263, 262] 
beschrieben und ist zudem nicht einzigartig für PMN. Vergleichbare antimikrobielle 
Aktivitäten besitzen so z. B. auch Mastzellen [376, 385], eosinophile Granulozyten 
[377, 394] und aviäre heterophile Zellen [64].  
NETs sind extrazelluläre Strukturen aus nukleärem Material (DNA und Chromatin) 
mit eingelagerten Inhalten der cytoplasmatischen Granula [43, 119], die im Rahmen 
eines programmierten Zelltods von PMN im Moment des Absterbens freigesetzt 
werden (Abb. 2), wobei diese Freisetzung von funktionellen Tubulin- und 
Aktinfilamenten abhängt [247]. 
 
 









Der über die Bildung von NETs implementierte Zelltod von PMN unterscheidet sich 
von Apoptose oder Nekrose und unterliegt einer NADPH-Oxidase-abhängigen 
Synthese von ROS (reactive oxygen species) [43, 119]. Pathogene, wie Bakterien 
(z. B. Staphylococcus aureus, Shigella flexneri), Pilze (z. B. Candida albicans) oder 
auch Leishmania amazonensis-Stadien [129] werden immobilisiert und z. T. über 
eine hohe lokale Konzentration antimikrobieller Proteine abgetötet [43, 44, 368]. Im 
Abb. 2: Bildung von „Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs) 
(1) Die Aktivierung der PMN führt zur Bildung von ROS 
(2) Die Zellkernmembran löst sich auf, die Integrität der Granula geht fortschreitend verloren 
(3) Die Kerne verlieren ihre lobuläre Struktur, das Zellkernmaterial vermischt sich mit Inhalten 
der Granula 
(4) Die Zellen runden sich ab, kontrahieren sich und entlassen NETs 
 




Falle einiger Bakterien (z. B. Gruppe A Streptococcus oder Pneumococcus) kommt 
es jedoch über die Produktion pathogeneigener, DNA-degradierender Moleküle [23, 
48] oder des M1-Proteins [192] als Kontramechanismen nur zum Abfangen, nicht 
jedoch zur Abtötung der Mikroorganismen.  
Über die Beteiligung von PMN bei E. bovis-Infektionen liegen bisher kaum Daten vor, 
obwohl Untersuchungen bei anderen Eimerienarten über die vermehrte Präsenz von 
PMN in der Darmmukosa in vivo [31, 229, 325] auf die Relevanz dieser Zellen 
deuten. Einen Hinweis zu E. bovis liefern ältere histologische Untersuchungen von 
Friend und Stockdale [118], die von PMN, eosinophilen Granulozyten und 
Makrophagen infiltrierte reife Meronten (16-18 Tage p. i.) beschreiben. Auch die bei 
E. bovis-infizierten Endothelzellen in vitro beobachtete, gesteigerte Adhäsion von 
PMN weist auf eine Beteiligung dieses Zelltyps am Immungeschehen hin [147].  
Im Falle von E. maxima in Hühnern und E. nieschulzi in Ratten wurde im Verlauf der 
Primärinfektion ein biphasischer Anstieg der PMN im peripheren Blut gemessen 
[289]. Bei E. nieschulzi-Infektionen wurde zudem eine positive Korrelation zwischen 
der Anzahl der PMN im Darm und der induzierten Pathologie der Erkrankung 
beobachtet [222]. Auch deutet die erhöhte Oozystenausscheidung in PMN-
depletierten, E. papillata-infizierten Mäusen auf eine Rolle von PMN im 
Immungeschehen hin [316]. Ebenso zeigten Mäusestämme mit defekten PMN eine 
erhöhte Empfänglichkeit gegenüber Primärinfektionen mit E. vermiformis [298]. In 
vitro-Untersuchungen zu E. falciformis zeigten, dass PMN zwar nicht in der Lage 
waren, Sporozoiten zu phagozytieren, aber bei Zusatz von Serum zur Lyse der 
Parasiten beitrugen [24].  
Auch bei T. gondii wurde über PMN-depletierte Mäuse eine Beteiligung dieser 
Immunzellen am Immungeschehen belegt, da so behandelte Mäuse u. a. 
empfänglicher für die akute Toxoplasma-Infektion sind [33, 310, 315]. 
Untersuchungen von MacLaren et al. [213, 212] stellen in eindrucksvollen Bildern 
dar, dass T. gondii-Tachyzoiten nicht nur in der Lage sind, PMN zu infizieren, 
sondern, dass umgekehrt PMN offensichtlich auch zur Phagozytose und Abtötung 
dieser Parasiten befähigt sind. Zudem reagieren PMN bei in vitro-Stimulation mit 
T. gondii-Antigen mit der Hochregulation verschiedener Mediatoren sowohl auf 
Protein-Ebene (IL-12, TNFα, MIP-1α, MIP-1β) als auch auf transkriptioneller Ebene 
(IL-12, MIP-1α, MIP-1β, MIP-3α, CCL5, CCL2) [26, 34, 33, 87, 88] und scheinen über 
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Kommunikationen mit dentritischen Zellen auch indirekt an der T-Zell-Aktivierung und 
Generierung von Th1-Zellen beteiligt zu sein [26, 88, 88].  
 
2.2.2 Makrophagen und ihre Vorläuferzellen 
Makrophagen sind in der vorderen Linie der Abwehr bei jedweder Infektion zu sehen 
und treffen i. d. R. kurz nach PMN am Infektionsort ein. Dennoch ist im 
Zusammenhang mit Eimerien beim Rind relativ wenig zu Interaktionen mit diesen 
Zellen bekannt und die bisher vorliegenden Untersuchungen beziehen sich in erster 
Linie auf Nagetiermodelle oder aviäre Eimeria-Infektionen. 
Rose et al. [289] beobachteten einen biphasischen Anstieg der Anzahl großer 
mononukleärer Zellen im peripheren Blut von E. nieschulzi-infizierten Ratten und 
E. maxima-infizierten Hühnern. Histopathologische Untersuchungen zu E. bovis-
infizierten Kälbern weisen Makrophagen, wenn auch nur gelegentlich, in 
Makromeronten nach [118]. Infiltrationen von Makrophagen wurden in der 
Darmmukosa von E. tenella oder E. acervulina-infizierten Hühnern sowie in 
E. separata-infizierten Ratten beobachtet [327, 365, 372], wobei in ersteren Fällen 
auch intrazelluläre Sporozoiten beschrieben werden. Interessanterweise wird für 
aviäre Eimeria-Arten ein Makrophagen-inhibitierender Faktor (MIF) beschrieben, der 
stadienspezifisch in Merozoiten, nicht oder allenfalls kaum jedoch in Sporozoiten 
oder Oozysten produziert wird [234].  
In vitro-Untersuchungen zu E. falciformis belegen eine, wenn auch relativ geringe 
Aufnahme von Sporozoiten über Makrophagen aus naiven und immunen Mäusen, 
die unter Einfluss von hitzeinaktiviertem Immunserum erheblich gesteigert ist [25]. 
Eine anschließende Lyse der Sporozoiten fanden die Autoren nur bei Makrophagen 
aus immunen Tieren unter Zusatz von Immunserum und Komplement. Eine von 
Makrophagen-vermittelte Phagozytose von Sporozoiten bei immunen Tieren wird 
auch für E. tenella und E. maxima beschrieben, wobei die Morphologie intrazellulärer 
Sporozoiten nicht angegriffen schien und eine peakförmig gesteigerte Phagozytose-
Aktivität im Verlauf der Infektion gemessen wurde [283, 295].  
Die Rolle von Makrophagen-produzierten ROS oder NO als Abwehrreaktion gegen 
Eimerien ist bisher nicht vollständig geklärt. Während für andere Parasiten, wie z. B. 
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Leishmania spp., die Produktion von NO als Makrophagen-vermittelter Tötungs-
mechanismus nachgewiesen ist [259, 197], konnte bisher kein direkter Beweis zur 
NO-vermittelten Abtötung von Eimeria-Stadien geführt werden. Allerdings zeigen 
Lillehoj und Li [201] sowie Dalloul et al. [72], dass Makrophagen NO bzw. iNOS-
Gentranskripte als Antwort auf E. tenella-Sporozoiten bilden. Auch wurden in der 
Darmschleimhaut Eimeria-infizierter Ratten und Hühner vermehrt iNOS-Transkripte 
nachgewiesen, wobei die entsprechende Quelle jedoch unklar bleibt [191, 326]. 
Zudem produzieren Leukozyten Eimeria-infizierter Wirte vermehrt freie 
Sauerstoffmetaboliten [260, 270], die ihrerseits wirksam gegen Eimeria-Stadien zu 
sein scheinen [154, 231]. 
Neben den bisher genannten Effektormechanismen stellt die Fähigkeit zur Zytokin- 
und Chemokin-Synthese eine entscheidende Eigenschaft von Makrophagen dar, 
mittels derer sie aktiv eine sich entwickelnde Immunantwort beeinflussen können. 
Aviäre Makrophagen, die während und nach E. tenella- und E. maxima-Infektionen 
isoliert wurden, produzieren in vitro mehr IL-1 und TNF-α als solche von 
Kontrolltieren [52]. Eine verstärkte TNF-α-Synthese wurde auch in aviären 
Makrophagenzelllinien, die mit E. tenella-Sporozoiten und -Merozoiten ko-kultiviert 
wurden, beobachtet [396].  
Neuere Untersuchungen zu aviären Makrophagen belegen auf transkriptioneller 
Ebene, dass diverse Zytokine und Chemokine nach Ko-Kultur mit E.tenella-, 
E. acervulina- und E. maxima-Sporozoiten induziert werden [72]. So wurden z. B. für 
alle Arten gleichermaßen eine vermehrte Transkription IL-1β-, IL-6-, CXCL8- und 
MIP-1α-kodierender Gene und eine verminderte Synthese von IL-16- und dem 
„quiescence-specific protein“-mRNAs nachgewiesen. Insgesamt unterschieden sich 
die über die verschiedenen Eimeria spp. modulierten Transkriptionsprofile aber auch 
deutlich voneinander, was spezies-spezifische Reaktionen nahelegt. 
Interessanterweise war insbesondere die Induktion von IFN-γ-mRNAs spezies-
abhängig und wurde ausschließlich bei der pathogenen Art E. tenella beobachtet 
[72].   
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2.2.3 Natürliche Killerzellen 
Die Effektormechanismen von NK-Zellen umfassen mindestens drei Kategorien 
[257]: (i) die über die Freisetzung von Perforin/Granzym oder über die FAS-
vermittelte Induktion der Apoptose verursachte Zytotoxizität gegen erkannte Zellen, 
(ii) die über die Freisetzung von Zytokinen (v. a. IFN-γ und TNF-α) und Chemokinen 
getragene indirekte Aktivierung des Immunsystems und (iii) eine Kontakt-abhängige 
Ko-Stimulation von T- und B-Zellen. 
Lange Zeit wurde angenommen, dass NK-Zellen nicht direkt mit Pathogenen 
interagieren können, sondern ausschließlich veränderte Wirtszellen attackieren. In 
letzter Zeit mehren sich jedoch die Hinweise über eine wirtszellunabhängige, direkte 
Aktivierung von NK-Zellen, so z. B. über extrazelluläre Leishmania- oder N. caninum-
Stadien [36, 253]. 
Untersuchungen zu NK-Zellen im bovinen System sind erst seit wenigen Jahren mit 
der Beschreibung eines bovinen, NK-Zell-spezifischen Rezeptors (NKp46, [348] und 
der Charakterisierung entsprechender Zellen im Rind [37, 184] möglich geworden. 
So konnte z. B. die lange Zeit unverstandene Jungtierresistenz bei Babesia-
Infektionen des Rindes zumindest teilweise über eine vermehrte Aktivität der NK-
Zellen in der Milz von Jungtieren erklärt werden [124]. 
Zur Rolle von NK-Zellen bei der Abwehr von Eimeria-Infektionen liegen wenige 
Befunde vor. Bei E. papillata-infizierten Mäusen wurde gezeigt, dass NK-Zellen eine 
IFN-γ-vermittelte Reduktion der Oozystenausscheidung herbeiführen [316]. Dagegen 
wurde eine Bedeutung von NK-Zellen in E. vermiformis-infizierten Tieren über 
Untersuchungen NK-Zell-defekter und Antikörper-depletierter Mäuse sowie über 
ausbleibende IFN-γ-Synthese verneint [292, 337]. In SCID-Mäusen bestätigte sich 
ein Effekt der NK-Zellen im Falle der E. papillata- und E. ferrisi-, nicht jedoch bei 
E. falciformis- oder E. vermiformis-Infektionen [317]. Bei aviären Eimeria-Infektionen 
konnte eine gesteigerte zytotoxische Aktivität von NK-Zellen aus Darm und Milz v. a. 
nach Reinfektion gemessen werden, während früh nach Primärinfektion dieser 
Mechanismus eher gehemmt erschien [198]. Aviäres NK-Lysin zeigte zudem 
zytotoxische Wirkung auf E. acervulina- und E. maxima-Sporozoiten [153]. 
Auch bei anderen Apikomplexa sind die Befunde zu NK-Zellen z. T. kontrovers, so 
z. B. für T. gondii (zur Übersicht siehe [180, 313]). Sie sprechen einerseits für eine 
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entscheidende Rolle von NK-Zellen während der akuten Infektion. So wurde gezeigt, 
dass NK-Zellen in der Lage sind, infizierte Zellen sowie extrazelluläre Tachyzoiten 
über zytotoxische Mechanismen zu lysieren [138, 136, 137, 164, 349]. Andererseits 
schien dieser Effektormechanismus nur von untergeordneter Bedeutung für die 
Infektionsabwehr zu sein, da Mäuse mit einen Defekt der NK-Zell-Zytotoxizität eine 
T. gondii-Infektion gleichermaßen überlebten wie Kontrolltiere [163, 155]. Dagegen 
legen sowohl der schwere Verlauf der T. gondii-Infektion bei NK-depletierten Mäusen 
[159] als auch Befunde, die zeigen, dass NK-Zellen in der Lage sind, das zum 
Überleben der Infektion essentielle IFN-γ nach Kontakt mit Tachyzoiten oder 
Parasitenextrakten zu generieren [90, 322, 314] eher eine protektive Rolle dieser 
Immunzellen nahe. 
Bei N. caninum-Infektionen des Rindes wurde die Infiltration von NK-Zellen im 
materno-fetalen Grenzgewebe nachgewiesen [216]. Diese Zellen waren zudem in 
der Lage, sowohl extrazelluläre Tachyzoiten als auch N. caninum-infizierte 
Wirtszellen abzutöten und sowohl früh im Verlauf der Infektion als auch in vitro nach 
Kontakt mit Tachyzoiten IFN-γ zu produzieren [36, 174].  
 
2.2.4 Apikomplexa und ihre Interaktionen mit Toll-like Rezeptoren 
Zellen des nicht-adaptativen Immunsystems müssen in der Lage sein, direkt mit 
invadierenden Pathogenen zu interagieren. Dabei spielen ihre sog. Toll-like 
Rezeptoren (TLR), die konservierte molekulare Produkte auf der Oberfläche der 
Pathogene erkennen, eine Schlüsselrolle. TLR-vermittelte Signalwege in der Zelle 
sind meist an die Aktivierung des Myeloid-Differenzierungsfaktors 88 (MyD88), eines 
Adaptorproteins für die meisten der TLRs, gekoppelt [254, 167, 179]. Somit spielt 
MyD88 eine essentielle Rolle in der über TLRs vermittelten Signaltransduktion. 
TLRs interagieren mit den sog. “pathogen associated molecular patterns“ (PAMPs, 
[224, 269]), deren chemische Zusammensetzung je nach interagierendem TLR 
variieren kann. So erkennt z. B. TLR2 Lipoproteine/Lipopeptide von Gram+-
Bakterien; TLR3 und TLR7 binden dagegen an doppel- und einsträngige RNA und 
TLR9 erkennt CpG-basierte DNA-Motive [352, 141, 1]. Einige PAMPs und ihre 
interagierenden TLRs wurden mittlerweile für einige Protozoen (zur Übersicht siehe 
[122]) wie Leishmanien [78, 221], Trypanosomen [16, 54, 97, 214, 256], Plasmodium 
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falciparum [182, 162, 66] oder Toxoplasma gondii [79, 392], nicht jedoch für Eimerien 
identifiziert. 
Innerhalb der E. bovis nahe verwandten Arten liegen Daten zu Interaktionen mit 
TLRs vornehmlich zu T. gondii vor. Hier scheinen insbesondere TLR2, TLR4, TLR9 
und TLR11 eine Rolle zu spielen, wobei die Bedeutung der einzelnen Rezeptoren 
z. T. kontrovers diskutiert wird (zur Übersicht siehe [169, 391, 390]). TLR11 wird v. a. 
eine Rolle bei der parasitenspezifischen, MyD88-kontrollierten IL12-Produktion von 
Makrophagen und PMN zugewiesen [392], während die Bedeutung von TLR2 und 
TLR4 eher im Rahmen der Chemokin/Zytokin-Synthese der Makrophagen zu sehen 
ist [79, 83]. Auch bezüglich Cryptosporidium parvum scheinen diese zwei TLRs 
bedeutend zu sein [61, 62]. Die zudem bei Babesien und Kryprosporidien 
beschriebene Interaktion mit TLR9 [330, 330, 18] wird einerseits für T. gondii 
bestätigt [169, 233], andererseits auch in Frage gestellt [390]. 
 
 
2.3 Adaptative Immunreaktionen gegen Eimerien 
Über die Mechanismen, die bei der Entwicklung der Immunität gegen Reinfektionen 
zum Tragen kommen, ist beim Kalb nur wenig bekannt. Aus Ergebnissen bei 
anderen Infektionen, vorwiegend in Nagermodellen, kann geschlossen werden, dass 
sowohl die immunologisch induzierte Termination der erstmaligen Eimerien-Infektion 
als auch die schützende Immunität gegen nachfolgende Infektionen T-Zell-abhängig 
sind (zusammenfassend bei [395, 381]). Die meist im Maussystem generierten Daten 
mögen jedoch nur von beschränktem Wert sein, da einerseits das Rind in seiner 
Immunologie von der Maus abweicht und so z. B. nicht einer strikten Th1/Th2-
Dichotomie folgt [45]. Weiterhin unterscheiden sich die meisten der beim Rind oder 
anderen Wiederkäuern vorkommenden, pathogenen Eimeria-Arten (z. B. E. bovis, 
E. bakuensis, E. arloingi, E. ninakohlyakimovae) deutlich von denen der Nagetiere 
bezüglich ihrer primären Wirtszellen, der Ausbildung von Makromeronten und der 
Dauer der Replikation, Fakten, die sicherlich die Entwicklung einer Immunantwort 
beeinflussen. Zusätzlich ist von Bedeutung, dass die über Eimerien induzierte 
Immunität weitestgehend speziesspezifisch ist und Kreuzimmunitäten zwischen 
Eimeria-Arten eines Wirtes i. d. R. keine ausreichende Protektion erwirken [284]. 
Auch neuere Untersuchungen im aviären System sprechen eindeutig dafür, dass 
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speziesspezifische Reaktionen z. B. auf Ebene der Makrophagen-vermittelten 
Zytokinsynthese induziert werden [72]. Diese Fakten vermitteln insgesamt den 
dringenden Bedarf an immunologischen Untersuchungen zu pathogenen Eimeria 
spp. im Nutztiersektor, dessen Gesundheit und Wirtschaftlichkeit im Gegensatz zu 
den Labortieren tatsächlich von diesen Infektionen beeinflusst wird. 
 
2.3.1 Humorale Immunreaktionen bei Eimeria-Infektionen 
Bezüglich E. bovis-Infektionen bestehen in Übereinstimmung mit anderen Eimeria-
Infektionen bei Säugern grundsätzlich keine Zweifel, dass zirkulierende Antikörper 
induziert werden [14, 110, 309]. Außer im Serum sind spezifische Antikörper bei 
Eimeria-infizierten Tieren auch in Galle, Darm, Milch sowie im Eidotter nachweisbar 
[110, 299, 383]. Bei E. bovis-infizierten Kälbern stiegen sowohl gegen Merozoiten I-
Antigene gerichtete IgG1- als auch IgG2-Spiegel während der Primär- und 
Belastungsinfektion deutlich an, dagegen wurde jedoch nur ein geringes Maß an 
spezifischem IgM nachgewiesen [110]. Für aviäre Eimeria-Infektionen konnten 
parasitenspezifische IgM-, IgG- und IgA-Antikörper sowohl in Serum als auch im 
Darm nachgewiesen werden [123, 359]. Bei E. falciformis-Infektionen trat die höchste 
Zahl IgA+- und IgG+-B-Zellen in der Darmmukosa und in den Mesenterial-
lymphknoten ca. 11 Tage p. i. auf [248]. Bei E. nieschulzi-infizierten Ratten wurden 
maximale Serumkonzentrationen an spezifischem IgM und IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b, 
IgG2c) 8-12, bzw. 20-30 Tage p. i. gemessen, spezifisches IgA wurde dagegen nicht 
im Serum, sondern nur in Darm und Galle gefunden [299, 338].  
Die Bedeutung von Antikörpern im Immungeschehen von Eimeria-Infektionen wird im 
Vergleich mit zellvermittelten Reaktionen generell als gering eingestuft [173, 301], 
auch wenn in dieser Hinsicht z. T. widersprüchliche Befunde vorliegen. So scheint 
zwischen dem Antikörperprofil E. bovis-infizierter Kälber und einer schützenden 
Immunität kein klarer Zusammenhang zu bestehen, auch wenn die Antikörperspiegel 
mit der Schwere einer Infektion korreliert sind [110, 115, 320]. Eine kolostrale 
Übertragung von Antikörpern oder die mehrfache intravenöse oder intraperitoneale 
Verabreichung von Seren immuner Rinder erbrachte keine nachweisbare Protektion 
für die Kälber [110, 115, 320], dagegen konnte über maternale Antikörper bei 
Hühnern und Lämmern zumindest ein Teilschutz gegen Eimeria-Infektionen erzielt 
werden [284, 57]. Auch Befunde, die verdeutlichen, dass sekretorisches IgA und IgM 
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bei E. tenella-Belastungsinfektionen zur Elimination von Sporozoiten aus dem 
Darmlumen führen können [286], sowie dass schädigende in vitro-Effekte von 
Hyperimmunseren E. bovis-infizierter Tiere auf Merozoiten I ausgeübt werden [14], 
sprechen zumindest für teilprotektive Funktionen der Antikörper. Allerdings zeigen 
Untersuchungen zu E. vermiformis-Infektionen bei mit B-Zell-defizienten Mäusen 
oder solchen mit Defekten in der Antikörperbildung, dass sich der Antikörpermangel 
nur in der Primärinfektion, nicht jedoch nach Belastungsinfektion auswirkt [298].  
Unstrittig erscheint dagegen, dass Immunseren zumindest in Kombination mit 
Immunzellen wie PMN oder Makrophagen im Rahmen Antikörper-vermittelter 
zytotoxischer (ADCC) Reaktionen eine wichtige Rolle bei der Elimination der 
Parasiten spielen [25, 24, 286]. 
 
2.3.2  Zellulär-adaptative Immunreaktionen bei Primärinfektionen mit             
Eimeria spp. 
Infektionen mit Eimerien werden bereits während der Primärinfektion immunologisch 
über T-Zell-abhängige Reaktionen terminiert [395, 381]. So zeigen athymische, 
Eimeria-infizierte Ratten und Mäuse nach Primärinfektion eine deutlich höhere 
Oozystenproduktion als Kontrolltiere [228, 297]. Bei T-Zell-depletierten, E. falciformis-
infizierten Mäusen ergab sich zudem eine Verlängerung der Patenz [344]. 
Einschränkend muss jedoch erwähnt werden, dass bei Primärinfektionen mit 
E. pragensis in immunosupprimierten Mäusen die Oozystenausscheidung nur 
geringgradig erhöht und die Dauer der Patenz nicht beeinflusst war [287]. Ebenso 
hatte in B- und T-Zell-defizienten SCID-Mäusen dieser Immundefekt weder Einfluss 
auf die Höhe der Oozystenausscheidung noch auf die Dauer der Patenz bei 
E. papillata-Infektionen [317].  
Zellulär-adaptative Immunreaktionen des Rindes auf E. bovis-Infektionen sind bisher 
nur in geringem Umfang untersucht worden. Lymphozytäre Ansammlungen um 
Makromeronten, wie sie für E. zuernii-Infektionen des Rindes beschrieben wurden 
[347], konnten bei E. bovis-infizierten Tieren nicht beobachtet werden [118].  
Eine Studie von Hermosilla et al. [144] charakterisiert lymphozytäre Reaktionen nach 
einer relativ schweren Erstinfektion. Die Daten widersprechen teils älteren Befunden 
von Hughes et al. [158], sind aber wegen der größeren Tierzahl [n=6, Hughes et al. 
arbeiteten mit 2 Tieren] verlässlicher. Zusammengefasst zeigten Hermosilla et al. 
[144] über T-Zell-Proliferationen und durchflusszytometrische Analysen mit 
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Blutlymphozyten eine auf die Präpatenz beschränkte Proliferationssteigerung als 
Reaktion auf E. bovis-Antigen und eine Vermehrung des Anteils der CD4+- und 
CD8+-T-Zellen in der Primärinfektion. Der Anteil CD2-exprimierender („aktivierter“) T-
Zellen blieb dagegen über die Patenz hinaus erhöht. -TCR+-Zellen waren in die 
Prozesse offensichtlich nicht involviert. Die spezifische Reaktivität von T-Zellen aus 
lymphatischen Organen war gleichfalls über die Patenz hinaus erhalten, vor allem in 
den Lymphknoten, die die betroffenen Gebiete drainieren.  
Aus der Mehrzahl der Untersuchungen bei anderen Eimeria-Infektionen lässt sich 
annehmen, dass die Termination von Primärinfektionen mit Eimerien v. a. über αβ-
TCR+-Zellen vermittelt wird (zusammenfassend unter [333]). So zeigten TCR-α- und 
TCR-β-defiziente Mäuse eine deulich verstärkte Suszeptibilität gegenüber 
E. vermiformis-Infektionen [280, 334], während γδ-TCR-defiziente oder γδ-TCR+-T-
Zell-depletierte Tiere in ihren Reaktionen unbeeinflusst waren [280, 290]. Jedoch 
wiesen γδ-TCR-defiziente Tiere erheblich stärkere pathologische Darm-
veränderungen auf als Kontrolltiere [280]. Aleksandersen et al. [6] beschrieben bei 
E. ovinoidalis-infizierten Schafen eine Verringerung oder sogar ein völliges Fehlen 
von γδ-TCR+-IEL am Infektionsort. Die Infiltration von αβ-TCR+-Zellen in die 
Darmmukosa wurde nach Primärinfektionen mit E. acervulina, E. tenella und 
E. maxima bei Hühnern [199, 307, 372] sowie für E. vermiformis bei Mäusen [111] 
berichtet. Eine gesteigerte Anzahl von γδ-TCR+-T-Zellen wurde dagegen in der 
Darmschleimhaut bei Eimeria-Infektionen von Hühnern und Mäusen beobachtet 
[199, 307, 111]. Smith und Hayday [335] zeigten zudem, dass Mäuse mit einem αβ-
TCR+-Defekt, die zusätzlich keine γδ-TCR+-T-Zellen besaßen, empfänglicher für 
E. vermiformis-Infektionen waren als solche ohne letzteren Defekt. Dabei ist jedoch 
nicht klar, ob dieser Effekt über direkte Interaktionen oder über indirekte Einflüsse 
zustande kam. Insgesamt wird γδ-TCR+-T-Zellen, im Gegensatz zur protektiven 
Funktion der αβ-TCR+-T-Zellen, jedoch eher eine immunregulative Rolle bei der 
Kontrolle von Primärinfektionen mit Eimerien zugesprochen [280].  
Innerhalb der Population der αβ-TCR+-Zellen scheinen CD4+-Zellen bei 
Primärinfektionen mit Eimerien eine wichtigere Rolle zu spielen als CD8+-Zellen 
(zusammenfassend siehe unter [333]), obwohl auch in dieser Hinsicht die Daten z. T. 
widersprüchlich sind. CD4-depletierte Mäuse wiesen bei E. vermiformis- und 
E. pragensis-Infektionen eine erhöhte Empfänglichkeit auf [293, 291]. Mäuse, die 
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über genetische Defekte in der MHC-II-Expression nicht mit CD4+-T-Zellen 
interagieren können, zeigten wesentlich höhere Oozystenausscheidungen nach 
Primärinfektion mit E. vermiformis als intakte Kontrolltiere, während bezüglich der 
CD8+-T-Zellen bei MHC-I-defekten Tieren kein Einfluss zu erkennen war [333]. Auch 
bei über anti-CD4-Antikörper depletierten Hühnern wurde eine erhöhte 
Oozystenausscheidung nach E. tenella-Infektion gemessen [367]. Zudem weist die  
Proliferation von CD4+-T-Zellen in der Darmmukosa von Hühnern nach 
Primärinfektion mit E. maxima und E. tenella [307, 372], bei E. separata-infizierten 
Ratten [325] und bei mit E. papillata-infizierten Mäusen, sowie im peripheren Blut 
E. bovis-infizierter Kälber [144] auf die Wichtigkeit dieser Subpopulation hin.  
Im Gegensatz dazu hatte eine Antikörper-vermittelte Depletion von CD4+-T-Zellen 
bei Hühnern und ein CD4-Gendefekt bei Mäusen keinerlei Einfluss auf die 
Primärinfektion mit E. acervulina bzw. E. papillata [318, 367]. Auch blieb bei 
E. acervulina-infizierten Hühnern der Anteil CD4+-IEL im Verlauf der Infektion im 
Gegensatz zu ansteigenden CD8+-IEL unbeeinflusst [200]. E. intestinalis-infizierte 
Kaninchen zeigten zunächst früh nach Primärinfektion einen gleichermaßen Anstieg 
von CD4+- und CD8+-T-Zellen; im späteren Verlauf der Infektion dominierten jedoch 
CD8+-T-Zellen, die vornehmlich die Darmmukosa infiltrierten [278]. 
Bezüglich CD4+-T-Helferzellen gilt als gesichert, dass vornehmlich Th1-Zellen an der 
immunologischen Termination der Primärinfektion beteiligt sind. Beim gegen 
E. vermiformis relativ resistenten BALB/c-Mäusestamm wurden nach Erstinfektion 
v. a. Th1-Zellen aktiviert, während bei den empfänglicheren C57BL/6-Mäusen auch 
eine signifikante Th2-Aktivität zu beobachten war [382].  
IFN-γ als Th1-assoziiertem Zytokin wird grundsätzlich bei Eimeria-Infektionen eine 
Schüsselrolle bezüglich der Kontrolle von Primärinfektionen zugewiesen. Eine 
Depletion von IFN-γ verursachte bei E. vermiformis-infizierten Mäusen sowohl eine 
erhöhte Oozystenausscheidung als auch die Verlängerung der Patenz [303, 304]. 
Auch IFN-γ-knock-out-Mäuse schieden signifikant mehr Oozysten nach Infektionen 
mit E. papillata oder E. vermiformis aus [316, 333]. Im Gegensatz dazu schien die 
Patenz und Oozystenproduktion nach E. pragensis-Infektionen von IFN-γ-depletieren 
Mäusestämmen unbeeinflusst [304].  
Eine gesteigerte Antigen-induzierte Produktion von IFN-γ wurde in diversen Eimeria-
assoziierten Infektionssystemen beschrieben, z. B. bei T-Zellen der Zäkum-
schleimhaut, bei peripheren Blutlymphozyten und Makrophagen E. tenella-infizierter 
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Hühner [39, 72, 271], bei Lymphknotenzellen E. vermiformis-infizierter Mäuse [382] 
und in IEL und Lymphknotenzellen E. separata-infizierter Ratten [326]. 
Der Wirkungsmechanismus von IFN-γ bei der Kontrolle der Erstinfektion ist bisher 
nicht vollständig geklärt. IFN-γ selbst wirkt nicht toxisch auf Eimerien [178, 300] und 
müsste demnach seinen Einfluss über indirekte Effekte, die z. B. eine Zellaktivierung 
oder Immunregulation bewirken, ausüben. Neben allgemeinen Effekten wie die 
Hemmung einer Th2-orientierten Immunantwort wirkt IFN-γ auch direkt auf 
Wirtszellen ein. Durch eine Vorbehandlung von MDBK-Zellen (eine bovine 
Nierenzelllinie) mit rekombinantem IFN-γ wurde sowohl das Eindringen von 
E. tenella-Sporozoiten als auch deren intrazelluläre Weiterentwicklung gehemmt 
[177, 178]. Vergleichbare Befunde wurden bei E. vermiformis-Sporozoiten und 
murinen Fibroblastenzellen oder Rattenepithelzellen erabeitet [300]. IFN-γ 
beeinträchtigt nach Studien von Hughes et al. [156] auch die intrazelluläre 
Etablierung von E. bovis-Sporozoiten in vitro. Ovington und Smith [260] vermuten als 
Ursache des anti-replikativen Effektes die IFN-γ-stimulierte Synthese von Stickoxiden 
(NO), welche als Effektormoleküle von einer Reihe von Zellen wie z. B. 
Endothelzellen, Fibroblasten, Enterozyten, Muskelzellen, PMN und Makrophagen 
gebildet werden [161, 275]. Shi et al. [326] fanden eine erhöhte Gentranskription der 
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in der Zäkumschleimhaut E. separata-infizierter 
Ratten. Auch in iNOS-defekten Mäusen konnte die Relevanz dieses Enzyms 
während der Primärinfektion mit E. vermiformis dargelegt werden [334]. Die im 
Plasma von primär mit E. tenella- und E. maxima-infizierten Hühnern beobachteten, 
erhöhten NO-Konzentrationen [9, 10, 11] könnten ebenfalls für einen solchen 
Effektormechanismus sprechen.  
Neben NO stimuliert IFN-γ auch die Synthese von reaktiven Sauerstoffmetaboliten 
(ROS), welche ihrerseits abträgliche Effekte auf Sporozoiten von E. bovis [154] und 
E. tenella [231] in vitro ausüben. Darüber hinaus war die Produktion von ROS über 
aktivierte Zellen in E. vermiformis-resistenten BALB/c-Mäusen signifikant höher als 
bei den empfänglichen C57BL/6-Mäusen [261]. Vergleichbare Befunde wurden für 
Zellen E. tenella-infizierter Hühnern erabeitet [270]. 
Zur Bedeutung Lymphozyten-assoziierter Zytokine außer IFN-γ liegen relativ wenige 
Befunde vor. Eine gesteigerte Transkription IL-2-kodierender Gene wurde in 
Lymphknoten E. bovis-infizierter Kälber [144] und E. separata-infizierter Ratten [326] 
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beschrieben, während mRNAs für das Th2-assoziierte IL-4 unbeeinflusst blieben. 
Zusätzlich zeigten Shi et al. [326] eine gesteigerte Transkription des IL-10-Gens bei 
gleichzeitiger Abwesenheit von IL-5-mRNAs in der Zäkumschleimhaut infizierter 
Tiere. Bei E. vermiformis-infizierten Mäusen wurden neben dem Th1-assoziierten 
IFN-γ auch die Th2-orientierten Zytokine IL-5 und IL-10 von Lymphknotenzellen nach 
Stimulation mit Parasiten-Antigen vermehrt produziert [382]. Bei E. papillata-
Infektionen zeigte sich eine zeitliche Abfolge von frühen Th2-orientierten Reaktionen 
über vermehrte Produktion von IL-4 und IL-10 und nachfolgenden Th1-assoziierten 
Reaktionen in der Patenz mit erhöhten Werten für IL-2 und IFN-γ [319]. Bei 
E. vermiformis-infizierten, IL-4-knock-out-Mäusen blieb die Patenz unverändert, so 
dass die Autoren IL-4 keinerlei Bedeutung bei der Terminierung einer Primärinfektion 
beimessen [333]. 
IL-6, dessen Einfluss auf die Entwicklung sowohl Th1- als auch Th2-dominierter 
Immunreaktionen belegt ist [282, 279, 73], wurde eine Rolle bei der Initiierung der 
Immunantwort bei Primärinfektionen mit E. vermiformis zugesprochen. Entsprechend 
zeigten IL-6-knock-out-Mäuse eine zwei- bis dreifach erhöhte Oozysten-
ausscheidung, wenn auch die Dauer der Patenz unverändert blieb. Zudem wurden 
erhöhte IL-6-Konzentrationen früh nach Infektion im Plasma E. vermiformis-infizierter 
Mäuse und E. tenella-infizierter Hühner gemessen [333].  
 
2.3.3 Zellulär-adaptative Immunreaktionen bei Belastungsinfektionen mit 
Eimeria spp. 
Infektionen mit Eimeria-Arten induzieren in kompetenten Wirten in aller Regel einen 
Immunschutz gegen Reinfektionen, der in erster Linie über T-Zellen vermittelt wird. 
Diese Immunität ist jedoch weitestgehend artspezifisch [284, 285] und z. T. sogar nur 
stammspezifisch ausgeprägt, wie beispielsweise für E.  maxima beim Huhn belegt 
[114, 219, 252, 329, 336]. Dementsprechend werden Kreuzimmunitäten zwischen 
Arten selten beschrieben. 
Zu immunologischen Reaktionen nach Belastungsinfektion mit E. bovis liegen kaum 
Daten vor. Dabei ist für E. bovis zweifelsfrei erwiesen, dass Primärinfektionen einen 
effizienten Immunschutz herbeiführen können (u. a. [76, 110]). Nach Feldstudien bei 
neonatalen Kälbern kommt dieser nicht über die maternalen Antikörper zustande 
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[106], d. h. wahrscheinlich spielen zelluläre Mechanismen wie bei Eimeria-
Infektionen anderer Wirte (vgl. [395]) die entscheidende Rolle.  
Über eine ausbleibende protektive Immunität in Eimeria spp.-infizierten T-Zell-
defizienten Mäusen konnte insgesamt die Schlüsselrolle der T-Zellen bei 
Reinfektionen klar belegt werden [172, 228, 298, 302, 287, 346]. Zudem zeigten 
immune Mäuse nach der Antikörper-vermittelten Depletion von T-Zellen bei 
Belastungsinfektion mit E. falciformis eine erhöhte Oozystenausscheidung und 
verlängerte Patenz [344]. Auch die über Transfer von Lymphozyten immuner Hühner 
und Nager auf naive Tiere vermittelte, partiell schützende Immunität gegen 
E. maxima bzw. E. vermiformis spricht für T-Zell-vermittelte Immunreaktionen [288, 
293, 305, 381]. 
Die Ausbildung der Immunität nach Belastungsinfektionen mit Eimeria spp. scheint 
maßgeblich von αβ-TCR+-T-Zellen getragen zu werden. Entsprechend waren αβ-
TCR-defiziente Tiere im Gegensatz zu γδ-TCR-defizienten Mäusen nicht in der Lage, 
eine Immunität gegen Reinfektionen mit E. vermiformis auszubilden [280, 334] . Auch 
über Depletionsstudien zeigte sich dieser Effekt im Falle von E. tenella und 
E. acervulina primär und reinfizierter Hühner [367]. Außerdem kann die bei immunen 
Tieren gemessene Proliferation von αβ-TCR+-Zellen nach Belastungsinfektion mit 
E. tenella [372], E. acervulina [199] und E. papillata [319] in dieser Hinsicht 
interpretiert werden. 
Als entscheidende Subpopulation der αβ-TCR+-T-Zellen werden in der Mehrzahl der 
Untersuchungen CD8+-T-Zellen gewertet. Entsprechend zeigten Studien von Rose et 
al. [291] und Trout und Lillehoy [367], dass mit der Depletion von CD8+-T-Zellen bei 
immunen Tieren stärkere Oozystenausscheidungen nach homologen Belastungs-
infektionen mit E. vermiformis und E. pragensis bei der Maus sowie E. tenella und 
E. acervulina beim Huhn einhergingen. Die Depletion der CD4+-T-Zellen hatte 
dagegen keinen Einfluss auf die Immunitätsbildung [291, 367].  
Als indirekte Bestätigung für eine protektive Rolle der CD8+-Zellen kann auch 
angesehen werden, dass bei gegen E. separata immunen Ratten [327] und gegen 
E. acervulina immunen Hühnern [366] CD8+-T-Zellen nach Reinfektionen im 
parasitierten Darmbereich akkumulieren. Allerdings liegen hinsichtlich der Bedeutung 
von CD8+-T-Zellen für die protektive Immunität auch anderslautende Befunde vor, so 
bei E. vermiformis- [333] und E. papillata-Infektionen der Maus [318], bei denen der 
Schutz durch CD4+-T-Zellen vermittelt werden soll. 
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Die im Rahmen der protektiven Immunität greifenden Effektormechanismen sind 
nicht vollständig geklärt. Wie über Depletionsstudien sowie über Verwendung von 
IFN-γ-knock-out-Mäusen ersichtlich, scheint IFN-γ zumindest im murinen System bei 
homologen Reinfektionen mit E. vermiformis und E. papillata, im Gegensatz zur 
Primärinfektion, keine entscheidende Rolle zu spielen [304, 319, 333, 334, 382].  
Ebenso hängt die Immunität nach Belastungsinfektionen mit E. vermiformis weder 
von IL-4 und IL-6 noch von FasL/Fas-vermittelter Apoptose ab [333]. Auch bei gegen 
E. papillata-Infektionen immune Mäusen konnte weder IFN-γ, IL-4 noch IL-10 in 
Lymphknotenzellen nachgewiesen werden [319]. Die Autoren schlagen dagegen von 
CD8+-T-Zellen getragene, IL-2-abhängige Effektormechanismen vor. 
Bezüglich CD8+-spezifischer, zytotoxischer Wege sprechen Daten aus knock-out-
Mäusen zumindest für eine teilweise Beteiligung von Perforin-abhängigen 
Mechanismen bei E. papillata [316], während Ergebnisse anderer Untersuchungen 
diesem Effektormechanismus bei E. vermiformis eine Bedeutung absprechen [333]. 
 
 
2.4 Reaktionen Eimeria-infizierter Wirtszellen 
Die Entwicklung von E. bovis findet streng intrazellulär statt. Entsprechend muss der 
Parasit dafür sorgen, dass er nicht über wirtszelleigene Abwehrreaktionen eliminiert 
wird. Dies gilt v. a. für endotheliale Wirtszellen der ersten Merogonie, da E. bovis hier 
seine >15 Tage dauernde Replikation zu Merozoiten I absichern muss. Insbesondere 
Endothelzellen sind jedoch nicht als wehrloses Ziel einer Infektion anzusehen, 
sondern agieren als potente Partner im Verlauf von Entzündungsreaktionen. Sie sind 
in der Lage, ein breites Spektrum von Molekülen (z. B. Adhäsionsmoleküle, 
Chemokine oder Zytokine) zur Anlockung und Adhäsion von Immunzellen zu 
exprimieren und damit inflammatorische Reaktionen zu initiieren und zu dirigieren 
(zur Übersicht siehe [100, 380]).  
Insgesamt liegen im Bezug auf Protozoen zu Adhäsionsmolekülen nur wenige 
Untersuchungen vor. So wurden im Fall der T. gondii-Infektion eine vermehrte 
Produktion von ICAM-1 in Epithelzellen der Retina, Fibroblasten, Endothelzellen des 
Gehirns oder Mikroglia sowie von VCAM-1 in Gehirngefäßen infizierter Mäuse 
beschrieben [80, 81, 246]. In einer weiteren Studie wurden erhöhte Konzentrationen 
löslichen ICAMs oder E-Selektins in Sera T. gondii-infizierter Menschen [101] 
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nachgewiesen. Hermosilla et al. [147] zeigten, dass in vitro Infektionen von bovinen 
Endothelzellen mit E. bovis-Sporozoiten zwar grundsätzlich zu einer gesteigerten 
Adhäsion von PMN führten, diese jedoch im Detail besehen vornehmlich an nicht-
infizierten Zellen innerhalb des infizierten Zellrasens erfolgte. Im Vergleich zu 
anderen, über Tachyzoiten vermittelten Infektionen apikomplexer Erreger wie 
T. gondii und N. caninum, war die Adhäsion von PMN zudem nach E. bovis-Infektion 
vergleichsweise niedrig [354]. Die Vermutung einer E. bovis-induzierten Hemmung 
der PMN-Adhäsion konnte in Versuchen mit zuvor über TNFα stimulierten 
Endothelzellen bestätigt werden [147].  
Auch die Chemo- oder Zytokinsynthese infizierter Endothelzellen wurde bisher wenig 
untersucht. T. gondii-Tachyzoiten führen in HeLa-Zellen oder Fibroblasten zu einer 
vermehrten Bildung von CXCL8, CCL2 und CXCL1 [92, 42]. Wie Hemmungsstudien 
in einem T. gondii-Mausmodell zu entnehmen, scheint die Produktion von CXCL10 
ein kritischer Faktor bei der Ausbildung einer spezifischen Immunantwort zu sein 
[171]. Im Falle von C. parvum reagierten infizierte Kolon-Epithelzellen mit einer 
vermehrten Produktion von CXCL8 und CXCL1 [190]. Weitere Befunde zur 
Chemokinsynthese bei Infektionen mit intrazellulär lebenden Protozoen beziehen 
sich auf Trypanosoma cruzi [8], Leishmanien [236] oder Plasmodien [51]. 
Endothelzellen besitzen die Fähigkeit fremde Antigene zu präsentieren und können 
direkte immunregulatorische Funktionen der adaptativen Immunantwort übernehmen 
[351, 230]. Aktivierte Endothelzellen können z. B. CD4+- und CD8+-T-
Zellpopulationen aktivieren und zur Proliferation anregen [351]. Bisher liegen kaum 
Daten in diesem Zusammenhang zu Apikomplexa-infizierten Endothelzellen vor, 
obwohl unterschiedliche Vertreter dieser Protozoen, wie T. gondii, Sarcocystis spp. 
oder Eimeria spp. Endothelzellen in vivo befallen. Eine Beeinflussung der an der 
Antigenpräsentation beteiligten MHC-Moleküle infizierter Zellen wurde für T. gondii 
[208, 210, 209] und Leishmania amazonensis [69] in dem Sinne nachgewiesen, dass 
der Parasit eine gezielte Verminderung der MHCII-Moleküle als 
Evasionsmechanismus nutzt. Im Gegensatz dazu wurde bei E. bovis-infizierten 
Zellen eine, wenn auch geringe Steigerung dieser Moleküle nachgewiesen [146], 
was alternative Evasionsstrategien für diesen Parasiten nahelegt. 
Die Entwicklung intrazellulärer Stadien bei Apikomplexa setzt insbesondere bei 
solchen Arten, die zur Bildung großer Stadien wie Makromeronten führen, eine 
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Reorganisation von Zellkomponenten voraus. Um v. a. dem resultierenden 
mechanischen Stress bei maximaler Ausdehnung bzw. Vergrößerung der Wirtszelle 
standhalten zu können, müssen Elemente des Zytoskeletts maßgeblich verändert 
werden. Insgesamt spielen drei Typen von Zytoskelett-Elementen sowie assoziierte 
Moleküle in Zellen eine Rolle: intermediäre Filamente, Mikrotubuli und Aktinfilamente. 
Bei T. gondii-infizierten Zellen wurde gezeigt, dass das zu den Intermediärfilamenten 
gehörende Vimentin über die Expression unterschiedlicher Isoformen moduliert wird 
[248] und eine Reorganisierung sowohl dieses Moleküls [130, 131] als auch von 
Mikrotubuli [225] um die parasitophore Vakuole stattfindet. Zudem benutzt T. gondii 
die Mikrotubuli der Wirtszelle zur parasiteneigenen Versorgung mit endolysosomalen 
Produkten [67]. Nach Invasion von C. parvum-Sporozoiten kommt es dagegen zur 
Anreicherung von wirtszelleigenen Aktinfilamenten am Ort der Infektion sowie zur 
Vermehrung Aktin-bindender Moleküle [116, 85]. Im Verlauf der in vitro-Entwicklung 
von E. bovis-Makromeronten erfolgt ebenfalls eine zunehmende Vermehrung und 
Umorganisierung von Aktinfilamenten und Mikrotubuli um die parasitophore Vakuole; 
Vimentin als intermediäres Filament bleibt dabei jedoch unverändert [145]. 
Die Invasion endothelialer Wirtszellen als auch die enorme Größen- und 
Volumenzunahme jenseits physiologischer Grenzen bei der Entstehung 
intrazellulärer Makromeronten führt zudem zu Zellstress [112, 117]. Dieser 
dokumentiert sich im Allgemeinen im Zusammenhang mit intrazellulären Parasiten 
einerseits in der Induktion bestimmter Stressfaktoren, wie z. B. von 
Hitzeschockproteinen (HSPs, [255, 248]), zum anderen besteht die physiologische 
Reaktion der Wirtszelle in der Einleitung der zellstressbedingten Apoptose [128, 
127]. So müssen apikomplexe Parasiten gewährleisten, dass befallene Wirtszellen 
den Zeitraum intrazellulären Wachstums überleben; d. h. sie dürfen nicht apoptotisch 
werden. Die Apoptose wird als programmierter Zelltod vornehmlich über drei 
Hauptwege initiiert: über Granzym/Perforin aus CD8+-T-Zellen (i), über die Bindung 
sog. Tod-Liganden an ihre spezifischen Zelloberflächenrezeptoren wie Fas/APO-1 
oder TNF-Rezeptor I (ii) und über einen "internen" Weg mit der Freisetzung von 
Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol der Zelle (iii). Stimuli sind oben 
benannter Zellstress, das Fehlen von Wachstumsfaktoren u. a. In allen Fällen 
werden als zentrale Komponenten der Apoptose-Maschinerie Cysteinproteasen mit 
einer Spezifität für Asparaginsäure-Reste - sog. Caspasen - aktiviert. Die Abläufe 
können in verschiedenen Phasen in spezifischer Weise von HSPs [151] und 
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Vertretern aus einer Reihe von Molekülfamilien, u. a. der BCL-2-Familie und den 
IAPs (inhibitor of apoptosis protein) gehemmt werden. Die meisten dieser Proteine 
unterliegen der Kontrolle des Transkriptionsfaktors NF-KB (zusammenfassend unter 
[148, 206]). 
Generell ist die Hemmung der Wirtszellapoptose eine häufig genutzte 
Evasionsstrategie von apikomplexen Parasiten und wurde z. B. bei C. parvum [60], 
T. parva [149, 148], T. gondii [95, 53, 207, 55, 168] und N. caninum [250, 249, 142] 
nachgewiesen (zur Übersicht siehe [126]). Bei mit aviären Eimerien infizierten 
Wirtszellen erfolgt die Hemmung der Apoptose über vermehrte Produktion anti-
apoptotisch wirkender Faktoren sowie über Aktivierung von NF-KB [82]. Lang et al. 
[188] zeigten kürzlich, dass auch E. bovis in der Lage ist, über die vermehrte 
Expression der Apoptoseinhibitoren c-IAP und c-FLIP das Überleben der Wirtszelle 
zu sichern. Über diese Moleküle beeinflusst der Parasit sowohl den internen [99, 
203, 94, 160, 38] als auch den Rezeptor-vermittelten [232, 312, 125] Signalweg der 
Apoptose. Untersuchungen zu E. bovis-infizierten Epithelzellen, d. h. zu Zellen, die 
eine Weiterentwicklung zum Meronten I nicht erlauben, lassen zudem auf eine 
Beteiligung von NF-KB schließen [4]. 
Globale Analysen zur parasitenvermittelten Beeinflussung der Wirtszelle auf Ebene 
des Transkriptoms oder Proteoms liegen zurzeit nur für einige apikomplexe Parasiten 
vor. Neben Untersuchungen auf transkriptioneller Ebene zu T. gondii [30, 255, 175, 
120], T. cruzi [369] oder Plasmodium spp. [321] wurden auch Microarrays zu einer 
mit aviären Eimeria spp. infizierten Makrophagen-Zelllinie durchgeführt [248], wobei 
dieser Zelltyp jedoch nicht permissiv für eine Weiterentwicklung der Sporozoiten ist. 
Umfassende Untersuchungen zur parasiten-induzierten Modulation des 





3.1 In den vorgelegten Veröffentlichungen verwendete Methoden 
Für die vorliegende Arbeit sind die in den entsprechenden Veröffentlichungen (siehe 
Abschnitt 7) beschriebenen Methoden verwendet worden. 
 In vitro-Kultur von E. bovis, T. gondii und N. caninum  
 Präparation und Kultivierung primärer boviner Endothelzellen aus 
Nabelschnurvenen 
 Präparation und Kultur boviner mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut  
 Quantifizierung der Proliferationsleistung boviner PBMC 
 Phänotypisierung von T-Zell-Subpopulationen über Durchflusszytometrie und 
Immunhistologie 
 Isolation von CD4+-, CD8+- und γδTCR+-T Zellen mittels magnetgekoppelter 
Antikörper 
 Quantifizierung der Adhäsion von PBMC an Endothel unter physiologischen 
Fließbedingungen (laminar flow plate chamber) 
 Quantifizierung von bovinem IFN-γ in Zellkulturüberständen 
 Quantifizierung der IFN-γ- und IL-4-Expression in PBMC mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie  
 Präparation und Kultur von bovinen neutrophilen Granulozyten (PMN) 
 Präparation und Kultur von bovinen Monozyten 
 In vitro-Transformation von Monozyten zu Makrophagen  
 Präparation und Kultur von bovinen NK-Zellen 
 Quantifizierung der Gentranskription von bovinen Zytokinen, Chemokinen und 
Adhäsionsmolekülen über Realtime RT-PCR 
 Quantifizierung der Phagozytoseleistung und der „Oxidative Burst“-Aktivität 
von bovinen PMN und Monozyten mit Hilfe der Durchflusszytometrie 
 Raster- und Transmissionselektronenmikroskopie 
 Genomweite Transkriptom-Analysen (bovine Microarrays inkl. Auswertung 
über Ingenuity® Pathways Analysis) 




Die Ergebnisse zu BoMAC (siehe 4.1.2.3., 4.1.2.4.) und NK-Zellen (siehe 4.1.3.), 
sowie einige andere Resultate enthalten bisher unveröffentlichte Originaldaten. Die 
diesen Arbeiten zugrunde liegenden und von bereits veröffentlichten 
Untersuchungen abweichenden Methoden sind im Folgenden dargestellt: 
 
 
3.2 Untersuchungen zur Interaktion primärer Makrophagen oder 
BoMac mit E. bovis 
3.2.1 Ko-Kultur von BoMac und Eimeria bovis-Sporozoiten/Merozoiten I-
Antigen 
Die SV40-transformierte bovine Makrophagenzelllinie (BoMac, [341]), die adhärent 
als Zellrasen wächst, wurde bis zur Konfluenz kultiviert (37°C, 5 % CO2, RPMI mit 
10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin)  
Zur Bestimmung der BoMac-vermittelten Elimination von Sporozoiten wurden BoMac 
abgelöst und mit vitalen oder Hitze-inaktivierten (HI, 60°C, 30 min, serumfrei) 
E. bovis-Sporozoiten in Ab- oder Anwesenheit von Immunserum im Verhältnis 2:1 für 
4 h ko-kultiviert. Anschließend wurde die Anzahl verbleibender Sporozoiten 
bestimmt. 
Zur Untersuchung der Gentranskription wurden konfluente BoMac mit E. bovis-
Sporozoiten (5 x 105/25 cm2) ko-kultiviert oder mit Merozoiten-Antigen (10 µg/ml) 
stimuliert. Die nachfolgende Isolation von Total-RNA, Reverse Transkription in cDNA 
und die Realtime PCR zum Nachweis von IL-6-, CXCL8-, CCL2-, CXCL1-, CCL5- 
und COX-2-cDNA erfolgte wie unter 7.1 und 7.6 beschrieben. 
 
3.2.2 Semiquantitative Erfassung der TLR2-, TLR4- und TLR9- Gentranskripte 
in bovinen Makrophagen 
Die Isolation und Kultur boviner Makrophagen, die Gewinnung der Total-RNA als 
auch die Synthese der cDNA nach Konfrontation mit E. bovis Sporozoiten bzw. nach 
Stimulation mit Merozoiten I-Antigen erfolgte wie unter 7.3 beschrieben. Die RT-PCR 
zur Erfassung der TLR2-, TLR4- und TLR9-Gentranskripte wurde mittels bereits für 
die semiquantitative Analyse etablierter Primersysteme durchgeführt, deren 
Sequenzen (siehe Tab. 1) von Prof. Werling (Royal Veterinary College, London) 
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freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. Die Amplifikate der auf 
konventionelle Weise durchgeführten PCR (initiale Denaturierung: 94°C, 2 min, dann 
29 Zyklen à 40 s Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 55°C und 1 min 
Elongation bei 72°C, abschließende Elongation für 7 min bei 72°C) wurden in 1%igen 
Aragosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Die sich darin 
wiedergespiegelnde DNA-Menge wurde densitometrisch bestimmt (Programm: 
ImageJ) und über die gleichermaßen gemessene Aktin-cDNA als „Housekeeper“ 
validiert. 
 
Tab. 1: Sequenzen der zur Erfassung boviner TLR2-, TLR4- und TLR9-cDNA 
verwendeten Primersysteme  




3.3 Untersuchungen zur Interaktion von NK-Zellen mit E. bovis 
3.3.1 Isolation und Kultivierung von NK-Zellen 
Die Isolation boviner NK-Zellen wurde nach Boysen et al. [36] durchgeführt. Dazu 
wurden PBMC isoliert (siehe 7.4) und zweimal mit PBS/2 mM EDTA (PBS/EDTA) 
gewaschen. Die in der Gesamtfraktion der PBMC enthaltenden NK-Zellen wurden 
unter Zugabe eines gegen bovine NK-Zellen gerichteten Antikörpers (3 µl/5 x 107 
Zellen in 5 ml, mouse anti bovine CD335, MCA 2365, 1 mg/ml, Serotec, 30 min auf 
Eis) erfasst. Nach zweimaliger Waschung der Zellen in PBS/EDTA/0,5% BSA 
(372 x g, 4°C) wurden sie mit zuvor in PBS/EDTA gewaschenen, magnetgekoppelten 
anti-Maus-IgG Antikörpern (Dynabeads® Pan mouse IgG, Invitrogen) in NK-
Zellmedium (RPMI Medium 1640 mit 60 µg/ml Penicillin, Sigma, 100 µg/ml 
/Streptomycin, Sigma, 1 mM Natriumpyruvat, Sigma, 1 ml/500 ml nicht-essentielle 
Aminosäuren, Invitrogen, 50 µM 2-Mercaptoethanol, Invitrogen, 10 % fetales 
Kälberserum, Biowest) inkubiert (4 x 106 Beads/ml Zellen, 5 x 106 Zellen in 5 ml NK-
Zellmedium, langsame Rotation im MACS-MixTM Tube Rotator, Miltenyi Biotec, 
Gen Sense Primer Anti-Sense Primer 
Aktin  CCA GAC AGC ACT GTG TTG GC GAG GAA GCT GTG CTA CGT CGC 
TLR2  CAG CAA CTG AAG ACG TTG GA CAC CAC TCG CTC TTC ACA AA 
TLR4  TGC TGG CTG CAA AAA GTA TG TCT GCA GGA CGA TGA AGA TG 
TLR9  CAA GTG CTC GAC CTG AGT GA CCA TGG TAC AGG TCC AGC TT 
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30 min, 4°C). Die so markierten NK-Zellen wurden über einen Magneten (Dynal 
MPC-L®, Invitrogen) von den übrigen PBMC getrennt und dreimal mit Hilfe des 
Magneten mit je 4,5 ml PBS/EDTA/0,5 % BSA gewaschen. Die Zellen wurden in 4 ml 
NK-Zellmedium, supplementiert mit bovinem rekombinanten IL-2 (boIL-2, 10.000 
U/ml, 1:50 in NK-Zellmedium, freundlicherweise überlassen von Prof. Storset, Oslo) 
aufgenommen, in die Vertiefung einer 6-Well-Platte (Greiner) gegeben, unter 
kreisenden Bewegungen zentriert und bei 37°C, 5 % CO2 kultiviert. Nach 48 h 
wurden die mittlerweile abgelösten Magnetkügelchen im Magneten abgetrennt und 
die NK-Zellen unter Zugabe frischen NK-Zellmediums (1:1, supplementiert mit 
boIL-2, 1:100) auf zwei Vertiefungen einer 6-well-Platte aufgeteilt. Zur weiteren 
Vermehrung wurden die NK-Zellen unter Zusatz von boIL-2 (1:100-1:200) alle 2-3 
Tage - je nach individueller Proliferationsleistung - gesplittet. 8-10 Tage nach 
Primärisolation wurden die IL-2-aktivierten NK-Zellen geerntet und weiter verwendet. 
 
3.3.2 Quantifizierung der NK-Zelldichte im Blut E. bovis-infizierter Kälber 
Schwankungen der NK-Zelldichte im peripheren Blut experimentell E. bovis-infizierter 
Kälber wurden mittels durchflusszytometrischer Analysen unter Verwendung von 
PBMC bestimmt. Die Tiere wurden wie unter 7.4 und 7.5 beschrieben infiziert und 
PBMC zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion isoliert (siehe 7.4). Triplikate von 
PBMC (1 x 105/well) wurden in eine 96er V-Boden-Zellkulturplatte (Greiner) verbracht 
und pelletiert (10 min, 4°C, 150 x g). Der Überstand wurde durch vorsichtiges 
Ausschlagen der Platte entfernt. Das Zellpellet wurde in 50 µl Gebrauchslösung des 
gegen bovine NK-Zellen gerichteten Primärantikörpers (Anti-bovine CD335, Serotec, 
1:400 in PBS) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation 
(10 min, 4°C, 150 x g) wurden die Zellen zweimal mit 150 µl PBS gewaschen und 
dann in 50 µl Gebrauchslösung des FITC-markierten Sekundärantikörpers gegen 
Maus-Immunoglobuline (Ziege-anti-Maus IgG+L, 1:200, Dianova) inkubiert (30 min, 
auf Eis). Nach zwei erneuten Waschungen mit je 150 µl PBS wurde das Zellpellet in 
50 µl PBS aufgenommen, mit je 1 µl Propidiumjodid (2 µg/ml, Sigma, in PBS 
verdünnt) versetzt und 1 min inkubiert. Diese Suspension wurde in 400 µl PBS 
enthaltende Teströhrchen für die Durchflusszytometrie überführt. Die Proben wurden 
mittels eines FACSCaliburTM Durchflusszytometer ausgewertet. Pro Probe wurden 




3.3.3 Quantifizierung der NK-Zell-vermittelten Elimination von E. bovis-
Sporozoiten in vitro 
IL-2-aktivierte NK-Zellen wurden mit oder ohne Zusatz von boIL-2 (1:100) mit frisch 
isolierten E. bovis-Sporozoiten im Verhältnis 10:1 und 1:1 über 4 h ko-kultiviert 
(37°C, 5 % CO2). Anschließend wurden sowohl die Anzahl verbliebener Sporozoiten 
als auch der Anteil toter Stadien (Vitalfärbung mit Trypanblau, siehe 7.1) bestimmt. 
Um den Perforin-vermittelten Tötungsmechanismus zu überprüfen, wurden in einem 
Teil der Ansätze NK-Zellen mit Concanamycin A (Sigma, 10 mM, 2 h, 37°C) 
vorbehandelt. 
.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
4.1 Reaktionen von Zellen des angeborenen Immunsystems auf 
E. bovis 
4.1.1 Neutrophile Granulozyten (PMN) 
4.1.1.1 Phagozytose-Aktivität von PMN ex vivo aus E. bovis-infizierten Kälbern 
und in vitro nach Konfrontation mit E. bovis-Sporozoiten 
Über ex vivo-Analysen, bei denen PMN aus dem Blut E. bovis-infizierter Kälber auf 
ihre allgemeine Phagozytoseleistung überprüft wurden, konnte eine Induktion dieses 
Effektormechanismus über E. bovis gezeigt werden. Bei diesen Untersuchungen 
wurden PMN ohne weitere Aufarbeitungsschritte unmittelbar aus Blut analysiert und 
somit arbeitsaufwendige Isolierungsmethoden vermieden, die einen Einfluss auf den 
Aktivierungsstatus der PMN haben könnten [108, 139]. Diese Methode wurde bereits 
bei Babesia bovis-infizierten Rindern erfolgreich eingesetzt [70] und die Ergebnisse 
sollten die in vivo-Situation direkt widerspiegeln.  
Im Verlauf der Infektion kam es zu einer biphasischen Hochregulation der 
Phagozytose-Aktivität von PMN (vgl. 7.1). Die Aktivitätsmaxima traten mit einem Tag 
p. i. und 13-18 Tagen p. i. zu Zeitpunkten auf, zu denen unterschiedliche E. bovis-
Stadien außerhalb der Wirtszelle verfügbar und damit angreifbar sein sollten. 
Während zum Zeitpunkt des frühen Anstiegs der Phagozytose-Aktivität kurz nach der 
Infektion Sporozoiten auf der Suche nach geeigneten Endothelzellen der 
Lymphkapillaren sowohl im Interstitium als auch in der Lymphe zu erwarten sind, 
werden zum zweiten Anstieg Merozoiten I und II freigesetzt. Das zuerst im 
Infektionsverlauf auftretende Aktivitätsmaximum fiel dabei deutlich niedriger aus als 
das spätere, was indirekt die Anzahl momentan vorhandener Parasitenstadien 
widerspiegeln könnte, da initial deutlich weniger Sporozoiten im Tier vorhanden sind 
verglichen mit den später nach erfolgten Merogonien amplifizierten Merozoiten I oder 
II. 
Indirekt vergleichbare Daten zur biphasischen Hochregulation der PMN-getragenen 
Phagozytoseaktivität wurden von Rose et al. [289] bezüglich der Anzahl von PMN im 
peripheren Blut Eimeria maxima-infizierter Hühner und Eimeria nieschulzi-infizierter 
Ratten beschrieben. Somit könnte es sich um einen allgemein gültigen Mechanismus 
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bei Eimeria-Infektionen handeln. Einschränkend muss jedoch erwähnt werden, dass 
die Zeitpunkte der Aktivitätsmaxima im Vergleich zu E. bovis insofern verschoben 
waren, als das zeitlich später auftretende Maximum bei Rose et al. [289] erst nach 
der Oozystenausscheidung erfolgte. 
Während das spätere Aktivitätsmaximum bei E. bovis-infizierten Tieren zeitlich mit 
Zellzerstörungen über freiwerdende Merozoiten und Oozysten korreliert und in Folge 
die verstärkte Phagozytose-Aktivität sowohl mit der Entfernung des Debris als auch 
mit Interaktionen zwischen Merozoiten und PMN zusammenhängen könnte, findet 
der erste Anstieg der Phagozytose-Aktivität in einem Zeitraum statt, in dem über 
eindringende Sporozoiten keine allzu großen Läsionen zu erwarten sind. In vitro 
zeigen E. bovis-Sporozoiten, wie auch Sporozoiten anderer Eimerien [74, 75], ein 
wiederholtes Eindringen und Auswandern aus Wirtszellen [21], so dass sie in vivo 
über einen längeren Zeitraum verfügbar und damit angreifbar für PMN sein sollten. 
Um solche Interaktionen zu verifizieren, wurden in vitro-Untersuchungen mit Ko-
Kulturen von bovinen PMN und E. bovis-Sporozoiten durchgeführt. Es zeigte sich, 
dass ca. ein Drittel der Sporozoiten von PMN in Antikörper-unabhängiger Weise 
eliminiert wird. Der Zusatz von Immunserum verstärkte diese Reaktionen signifikant, 
was klassische ADCC-Reaktionen vermuten lässt (siehe 7.1). Zusatz von 
Neonatenserum, d. h. von Serum, das von neugeborenen Kälbern vor der ersten 
Kolostrumaufnahme gewonnen wurde und somit keine spezifischen Antikörper 
enthält, führte entsprechend nicht zu einer Steigerung der Parasiteneliminierung. 
Bereits die Tatsache, dass ca. ein Drittel der Sporozoiten über Antikörper-
unabhängige und damit über rein nicht-adaptative Reaktionen eliminiert werden, 
spricht für PMN als wichtige Effektorzellen früh nach der Infektion.  
Über die bisherigen Analysen konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die 
Reduktion der extrazellulären Sporozoiten auch über aktive Invasion der PMN erfolgt 
war. PMN stellen zwar keine adäquate Wirtszelle für die Weiterentwicklung von 
E. bovis-Sporozoiten dar, trotzdem könnten Sporozoiten befähigt sein, in diese 
Zellen einzudringen, wie es bereits für andere nicht-permissive Zellen gezeigt wurde 
[143]. Im Falle von T. gondii-Tachyzoiten, die jedoch im Gegensatz zu E. bovis 
Sporozoiten ein extrem weites Spektrum permissiver Wirtszellen aufweisen, konnte 
eine aktive Invasion der PMN als auch die Phagozytose der Tachyzoiten 
gleichermaßen belegt werden [212]. Zur Abklärung wurden mittels durchfluss-
zytometrischer Analysen die Aufnahme CFSE-gefärbter (diese Färbung beeinflusst 
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weder die Vitalität noch die Infektiosität der Sporozoiten, vgl. [146]) Sporozoiten, die 
entweder vital oder über Hitzeinaktivierung abgetötet waren, überprüft. Es zeigte 
sich, dass grundsätzlich sowohl aktive Invasion als auch passive Aufnahme der 
Sporozoiten über Phagozytose vorkommen, wobei ersteres jedoch eine 
untergeordnete Rolle spielt (siehe 7.1).  
Direkte Interaktionen zwischen PMN und Sporozoiten wurden über 
rasterelektronenmikroskopische (REM) Analysen illustriert. Die Interaktionen 
erstrecken sich von eher minimalen Kontakten über PMN-induzierte Filopodien und 
breitflächigere Vorwölbungen der Zelloberfläche über finger- und armartige 
Auswüchse der PMN, mit denen Sporozoiten „umarmt“ wurden, bis hin zum 
Umfließen der Sporozoiten durch einen oder mehrere PMN. Dabei schien es keine 
bevorzugte Stelle für PMN-Parasit-Kontakte zu geben. Auch die Phagozytose des 
Parasitens wurde dokumentiert (sieh 7.1).  
Für Sporozoiten aviärer Eimeria-Arten fungieren Leukozyten auch als 
Transportmedien [2, 109, 193]. Der Frage, ob PMN nicht nur in der Lage sind, 
Sporozoiten aufzunehmen, sondern sie auch nach Phagozytose abzutöten, wurde 
über Kinetiken mittels transmissionselektronenmikroskopischer (TEM) Analysen 
nachgegangen (vgl. 7.1). Zwei Stunden nach Inkubation erschienen die Membranen 
der intrazellulär gelegenen Sporozoiten noch unbeeinflusst. Erste Anzeichen einer 
Degradation intrazellulärer Sporozoiten, sichtbar als vermehrt auftretende 
Aufwerfungen der äußeren Membranen, waren ab der 8. Stunde der Inkubation zu 
vermerken. Nach 12 Stunden waren diese Reaktionen deutlich verstärkt. Die 
Sporozoiten zeigten klare Anzeichen einer Degradation und einige Parasiten waren 
bereits stark in ihrer Morphologie verändert im Gegensatz zu extrazellulär liegenden 
Parasiten (siehe 7.1). Die zunehmende Schädigung der Sporozoiten ging dabei 
zeitlich einher mit der Abnahme von PMN-Granula, so dass der letale Effekt über 
Einwirkung verschiedener Granulainhalte zu vermuten ist. Insgesamt muss davon 
ausgegangen werden, das PMN im Falle von E. bovis nicht als Transportvehikel, 
sondern als effektiv agierende Abwehrzellen zu beurteilen sind. 
 
4.1.1.2 Oxidative Burst-Aktivität von PMN ex vivo aus E. bovis-infizierten 
Kälbern und in vitro nach Konfrontation mit E. bovis-Sporozoiten 
Um einen weiteren Effektormechanismus von PMN in Relation zu E. bovis zu 
überprüfen, wurden Untersuchungen zur oxidativen Burst-Aktivität durchgeführt. 
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Vergleichbar mit den Daten zur Phagozytose-Aktivität (vgl. 4.1.1.1) zeigten die ex 
vivo-Messungen einen biphasischen Anstieg der oxidativen Burst-Aktivität von PMN 
aus E. bovis-infizierten Kälbern (siehe 7.1). Die Aktivitätsmaxima traten gleichfalls 
früh nach der Infektion sowie kurz vor bzw. zeitgleich mit der Oozystenausscheidung 
auf. Um zu überprüfen, ob sich diese Effekte auch in erhöhten Spiegeln von 
Sauerstoffradikalen im Blut niederschlugen, wurden Peroxidmessungen im Plasma 
infizierter Tiere vorgenommen. Zumindest in der späten Phase der Infektion wurden 






In vitro-Untersuchungen bestätigten, dass PMN nach Konfrontation mit E. bovis-
Stadien mit einer gesteigerten oxidativen Burst-Aktivität reagierten. Dabei wurde 
dieser Effektormechanismus signifikant und in Dosis-abhängiger Form induziert 
(siehe 7.1). Dass dieser Mechanismus bei der Abtötung zumindest eines Teils der 
intrazellulären Sporozoiten beteiligt ist, kann anhand der unter 4.1.1.1 dargelegten 
TEM-Daten angenommen werden. Ob auch extrazellulär freigesetzt 
Sauerstoffradikale E. bovis Sporozoiten nachhaltig schädigen, ist nicht abschließend 


















Abb. 3: Peroxide im Plasma E. bovis-infizierter Kälber 
Plasmaproben wurden von experimentell E. bovis-infizierten Kälbern (n = 3) gewonnen und freie 
Peroxide im Verlauf der Infektion mittels des Oxistat®-Testkits nachgewiesen. 
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E. bovis-Sporozoiten gegen Sauerstoff-Zwischenprodukte lassen dies jedoch 
vermuten. 
 
4.1.1.3 Transkription immunmodulatorischer Gene nach Konfrontation mit 
E. bovis-Sporozoiten in vitro 
Untersuchungen zu unterschiedlichen Chemo- und Zytokinen sowie zu iNOS zeigten 
auf transkriptioneller Ebene, dass PMN auch in dieser Hinsicht auf E. bovis-
Sporozoiten bzw. -Merozoiten I-Antigen reagieren. Konfrontation mit lebenden 
Sporozoiten führte zur Induktion der Gentranskription von CCL2, CXCL1 und IL-6, 
d. h. von solchen Molekülen, die in erster Linie in das Anlocken nicht-adaptativ 
agierender Immunzellen involviert sind. Stimulation mit Merozoiten I-Antigen führte 
zusätzlich zur Hochregulation von CXCL10 und IL-12, welche wiederum in erster 
Linie auf Lymphozyten wirken [121, 353, 363] und somit zur Initiierung und 
Entwicklung adaptativer Immunreaktionen beitragen können. Insbesondere über die 
nachgewiesene Generierung von IL-12 könnten PMN die Charakteristik der sich in 
vivo entwickelnden T-zellulären Reaktionen früh nach Infektion in Richtung Th1-
Dominanz beeinflussen, wie es beispielsweise auch für T. gondii diskutiert wird [215, 
350]. 
Merozoiten I-Antigen, induzierte grundsätzlich stärkere Reaktionen bei PMN als 
vitale Sporozoiten (mit Ausnahme von iNOS). Dies könnte in der effektiveren 
Aufnahme von löslichen Antigenen oder in der evtl. besseren Verfügbarkeit von 
PAMP-Motiven hinsichtlich der Aktivierung von PMN begründet sein.  
Gentranskripte von iNOS wurden in PMN als einziges untersuchtes Molekül von 
vitalen Sporozoiten und von löslichem Antigen gleichermaßen induziert (siehe 7.1). 
Über iNOS werden NO-Radikale generiert, denen grundsätzlich eine wichtige Rolle 
bei der Tötung intrazellulärer, apikomplexen Parasiten zugesprochen wird [260, 259, 
315], so dass dieser Mechanismus auch im Falle von E. bovis eine Rolle spielen 
sollte.  
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4.1.1.4 Induktion von „Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs) über E. bovis-
Sporozoiten in vitro 
Im Rahmen der REM-Analysen fanden wir wiederholt Vernetzungen zwischen 
degradierten PMN und Sporozoiten, wobei die Parasiten in einer Art „Faserstraße“ 
gefangen schienen. Diese sowohl aus sehr feinen als auch aus dickeren 
filamentartigen Strukturen bestehende Fasernetze schienen z. T. regelrecht auf den 
Sporozoiten zu kleben und diese somit zu immobilisieren (vgl. 7.2). Die 
nachgewiesenen Strukturen ähnelten in ihrer Morphologie stark denen von NETs [43, 
368]. Um die DNA-Natur der Fasern zu bestätigen wurde mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff Sytox® Orange gearbeitet, der extrazelluläre DNA anfärbt, nicht jedoch 
vitale Zellen. Bei allen Untersuchungen wurden immer parallel quantitative 
Messungen der Fluoreszenz (Fluoroscan®) als auch fluoreszenzmikroskopische 
Kontrollen durchgeführt.  
Die Stimulation von PMN mit PMA, die allgemein als Positivkontrolle verwendet wird 
[119], führte zu einer deutlichen Induktion von NETs. Auch nach Konfrontation der 
PMN mit E. bovis Sporozoiten konnten wir die Bildung von NETs, in denen z. T. 
Sporozoiten gefangen sind, nachweisen (vgl. 7.2). Über Kinetik-Analysen wurde 
deutlich, dass Sporozoiten – im Vergleich zu PMA – NETs viel schneller und stärker 
induzieren. Während PMN mit PMA mindestens für drei Stunden stimuliert werden 
mussten, war eine messbare Induktion von NETs nach Ko-Kultur mit E. bovis-
Sporozoiten bereits nach 30 Minuten nachzuweisen (dies war der früheste, 
untersuchte Zeitpunkt, vermutlich läuft diese Reaktion noch schneller an). 
Vergleichbare Beobachtungen machten auch Fuchs et al. [119], die ebenfalls 
schnellere und stärkere Reaktionen für Staphylococcus aureus-induzierte NETs im 
Vergleich zu PMA messen konnten.  
Um die DNA-Natur der Sporozoiten-induzierten NETs weiterhin zu verifizieren, 
wurden Experimente unter Zusatz von DNase durchgeführt. Es zeigte sich eine 
signifikante Reduktion sowohl der Sporozoiten-vermittelten als auch der PMA-
induzierten Reaktionen in Anwesenheit von DNase (vgl. 7.2 und Abb. 4). Die auch 
bei nicht-stimulierten PMN auftretende Verminderung der Fluoreszenz lässt sich über 
grundsätzlich in PMN-Präparationen enthaltene, tote PMN erklären, deren 
freigesetzte DNA als Hintergrund zum Sytox® Orange-Signal beiträgt (siehe auch 
Abb. 4-5).  
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Abb 4: Einfluss der DNase-Behandlung auf die Ausbildung Sporozoiten-induzierter 
NETs. Bovine PMN wurden mit E. bovis-Sporozoiten, PMA oder Medium in Ab- (A-C) oder 
Anwesenheit (D-F) von DNase I für 3 Stunden ko-kultiviert. DNA wurde über Sytox® Orange 
Färbung sichtbar gemacht. 
 
Untersuchungen unter simultanen Ausschluss der Phagozytoseaktivität der PMN 
über Cytochalasin D-Behandlung bestätigten zudem, dass die Induktion von NETs 
nach Kontakt mit lebenden Sporozoiten dosisabhängig und über DNase-Behandlung 
hemmbar ist. Die bei diesen Experimenten parallel durchgeführte Lyse der PMN über 
TritonX-100, die die maximal erreichbare Freisetzung von DNA aus PMN 
widerspiegeln sollte, erlaubte eine etwaige Quantifizierung der beteiligten PMN. Je 
nach eingesetzter Sporozoitenzahl wurde bis zu 30,6 ± 4,4 % der maximal 
erreichbaren DNA extrazellulär freigesetzt, was für eine Beteiligung von bis zu einem 
Drittel der PMN spricht. 
Die Bildung von NETs unterliegt der NADPH-Oxidase-vermittelten Synthese von 
ROS [43, 119]. Um den hier gezeigten, über Kontakt mit Sporozoiten induzierten 
Zelltod der PMN von Apoptose oder Nekrose abzugrenzen und NET-spezifische 
Eigenschaften aufzuzeigen, wurden Hemmungsversuche unter Zusatz von 
Diphenyleniodonium (DPI), das als potenter Inhibitor der NADPH-Oxidase gilt [71], 
durchgeführt. Zusatz von DPI reduzierte die Sporozoiten-induzierte Fluoreszenz-
intensität signifikant. Auch bei Stimulation mit PMA kam es zu einer Verminderung 
der NET-Bildung, während der gleiche Effekt im Falle der Negativkontrolle nicht zu 
beobachten war (vgl. 7.2 und Abb. 5).  
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Abb 5: Einfluss der DPI-Behandlung auf die Ausbildung Sporozoiten-induzierter NETs. 
Bovine PMN wurden mit E. bovis-Sporozoiten, PMA oder Medium in Ab- (A-C) oder 
Anwesenheit (D-F) von DPI I für 3 Stunden ko-kultiviert. DNA wurde über Sytox® Orange 
Färbung sichtbar gemacht. 
 
Die in der Literatur beschriebene Hemmung von NETs über Serumzusatz [119] 
wurde ebenfalls für Sporozoiten bestätigt. Wir verwendeten dabei neonatales 
Kälberserum, da dieses frei von Antikörpern gegen E. bovis ist und somit ein 
antikörpervermittelter Effekt auf Sporozoiten (siehe 4.2.1) ausgeschlossen werden 
konnte. Allerdings führte der generell hohe DNA-Gehalt des Serums zu einer hohen 
Hintergrundfluoreszenz, so dass eine fluorometrische Quantifizierung in diesem Fall 
keine verlässlichen Ergebnisse brachte. Die simultan durchgeführten 
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Proben legen jedoch einen 
inhibitorischen Effekt nahe (Abb. 6). Eine hemmende Wirkung von Serum erscheint 
insofern sinnvoll, als die Ausbildung von NETs in Blutgefäßen schwerwiegende 
Folgen für den Wirt, wie Thrombenbildung, Verstopfung kleinerer Gefäße etc., nach 
sich ziehen könnte. In Übereinstimmung beschreiben von Köckritz-Blickwede et al. 
[375] NET-degradierende, hitze-stabile Nucleasen in fetalem Kälberserum. Die 
Ergebnisse zur inhibitorischen Wirkung von Serum stehen allerdings im Gegensatz 
zu Daten zu NETs in Blutproben von Plasmodium falciparum-infizierten Patienten 
[17] oder von Patienten mit multiplen Traumen [218].  
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Abb 6: Einfluss von neonatalem Kälberserum auf die Ausbildung Sporozoiten-
induzierter NETs. Bovine PMN wurden mit E. bovis-Sporozoiten, PMA oder Medium in Ab- 
(A-C) oder Anwesenheit (D-F) von 10 % neonatalem Kälberserum für 3 Stunden ko-kultiviert. 
DNA wurde über Sytox® Orange Färbung sichtbar gemacht. 
 
In weitergehenden Untersuchungen wurde geklärt, ob die Induktion von NETs in 
Abhängigkeit zur Vitalität oder Integrität der Sporozoiten steht. Dazu wurden vitale, 
über Hitzeinaktivierung abgetötete sowie homogenisierte Sporozoiten verwendet. Es 
zeigte sich, dass intakte, vitale Sporozoiten die Bildung von NETs am effektivsten 
auslösten. Sowohl die Hitzeinaktivierung als auch die Homogenisierung der 
Parasiten reduzierte die Ausbildung der NETs erheblich; die Werte lagen jedoch 
noch signifikant über denen der Negativkontrolle (vgl. 7.2). Bei beiden Behandlungen 
muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass die von toten Sporozoiten 
stammende DNA in diesem Messsystem miterfasst wird. Die fluoreszenz-
mikroskopischen Beobachtungen wiesen jedoch trotzdem auf eine, wenn auch 
geringe, Induktion von NETs bei beiden Behandlungen hin (Abb. 7).  
Die stark verminderte Induktion von NETs bei inaktivierten oder homogenisierten 
Sporozoiten könnte einerseits in dem entsprechend fehlenden mechanischen 
Einfluss über die Parasitenmotilität begründet sein. Andererseits könnten die 
Behandlungen zur Zerstörung multipler Liganden geführt haben, deren simultane 
Bindung als Voraussetzung für eine effektive NET-Induktion postuliert wird (vgl. [44]).  
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Abb 7: Einfluss der Vitalität und Integrität von Sporozoiten auf die Ausbildung von 
NETs. Bovine PMN wurden mit vitalen (A), Hitze-inaktivierten (B) und homogenisierten (C) 
E. bovis-Sporozoiten oder Medium (D) für 3 Stunden ko-kultiviert. DNA wurde über Sytox® 
Orange Färbung sichtbar gemacht. 
 
Bei den Untersuchungen zu NETs fiel immer wieder auf, dass deren Freisetzung 
offensichtlich über mechanische Einflüsse verstärkt wird. Dies erscheint insofern 
logisch, als es bisher kaum Hinweise auf eine aktive Extrusion der NETs seitens der 
absterbenden Zellen gibt. Sollte jedoch Bewegung im umgebenden Milieu sein - und 
in vivo sollte diese omnipräsent sein - könnten die NETs deutlich effizienter 
freigesetzt werden. Bei Ko-Kulturen mit lebenden Sporozoiten sorgen die motilen 
Parasiten für ein entsprechend bewegtes Milieu. Andererseits vermuten Brinkmann 
und Zychlinsky [44], dass eine simultane Stimulation multipler Rezeptoren von Nöten 
ist, um eine effiziente Ausbildung von NETs zu erreichen. Dies könnte bei so 
komplexen Organismen wie Sporozoiten im Gegensatz zu PMA gegeben sein. 
Bisher sind die molekularen Grundlagen der Pathogen-PMN-Interaktion bei der NET-
Induktion unbekannt. Diskutiert werden sowohl auf elektrostatischen Interaktionen 
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Systeme. Bei der Induktion von NETs über promastigote Formen von 
L. amazonensis scheint ein parasitäres, oberflächengebundenes Lipophoshoglykan 
causal beteiligt zu sein [129]. Im Falle nicht-opsonierter Mikroorganismen wird die 
Beteiligung von sog. „pattern recognition receptors“ (PRR), wie z. B. Toll-like 
Rezeptoren (TLRs) oder Dectin [368] diskutiert. Über einen indirekten Mechanismus 
scheint z. B. TLR4 in der Thrombozyten-vermittelten Induktion von NETs zum 
Abfangen von Bakterien eine Rolle zu spielen [65]. Direkt beteiligte Rezeptoren von 
PMN sind jedoch bisher nicht identifiziert.  
Für intrazelluläre Parasiten würden sich TLRs anbieten, da bei diversen 
parasitischen Protozoen über solche Interaktionen berichtet wurde (zur Übersicht 
siehe [122]). Im Falle von T. gondii werden z. B. TLR2 und TLR4 über 
parasitenspezifische Gykosylphosphatidylinositole (GPIs) aktiviert [79]. Über REM-
Analysen wurden im Rahmen dieser Arbeit erste Hinweise zu über T. gondii-
Tachyzoiten induzierte, NET-ähnliche Strukturen nach Ko-Kultur mit bovinen PMN 
gewonnen (Abb. 8). Weitere Analysen zur Bestätigung von NETs im Zusammenhang 





















Abb. 8: Bildung NET-ähnlicher Strukturen 
nach Konfrontation von PMN mit T. gondii-
Tachyzoiten 
Bovine PMN wurden mit vitalen T. gondii-
Tachyzoiten (Pfeil) über 4 Stunden ko-kultiviert 
und ihre Interaktionenen über Rasterelektronen-
mikroskopie dargestellt. 
PMN 
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Aus biochemischen Analysen zu 3H-Glucosamin-markierten Glykolipiden von 
E. bovis (in Zusammenarbeit mit Prof. Schwarz, Klinikum der Philipps-Universität 
Marburg, unveröffentlichte Ergebnisse) haben wir zumindest erste Hinweise auf GPIs 
in E. bovis-Merozoiten I (mit Sporozoiten können diese Untersuchungen wegen 
unzureichender Verfügbarkeit nicht durchgeführt werden), so dass Interaktionen mit 
TLRs durchaus denkbar wären. 
Laut Literatur haben NETs eine abtötende Wirkung auf verschiedene Bakterien, Pilze 
(zur Übersicht: [377]) und promastigote Formen von L. amazonensis [129]. Im 
Gegensatz dazu wurden in unseren Untersuchungen bisher keine letalen Effekte auf 
Sporozoiten in vitro festgestellt. Die über REM dargestellten Interaktionen wiesen 
eher auf ein Abfangen der Parasiten im Netzwerk der NETs über fest angeheftete 
Fasern hin. Insofern sehen wir den Wirkungsmechanismus von NETs in der 
Immobilisierung der E. bovis-Sporozoiten, denen damit nachfolgend die Invasion von 
Wirtszellen verwehrt wird, die ihrerseits – im Gegensatz zu den sich meist 
extrazellulär vermehrenden Bakterien oder Pilzen – eine unabdingbare 
Vorraussetzung für die effektive, ausschließlich intrazellulär stattfindende Replikation 
des Parasiten darstellt. Allein über die Hemmung der Wirtszellinvasion könnte der 
gesamte Lebenszyklus des Parasitens abgebrochen und seine Pathogenität, die in 
erster Linie auf der von späteren Stadien vermittelte Zellzerstörung beruht, erheblich 
abgemildert werden. Diese Hypothese wurde in vitro über funktionelle 
Untersuchungen bestätigt, da die Infektiosität von Sporozoiten, die zuvor mit PMN 
ko-kultiviert wurden, deutlich herabgesetzt war (vgl. 7.2). Verglichen mit Sporozoiten, 
die vorab keinen Kontakt mit PMN hatten, waren die Infektionsraten bei BUVEC um 
ca. 65% reduziert. Da bei DNase-behandelten diese Verminderung der Infektionsrate 
nahezu volllständig ausblieb (vgl. 7.2), muss der abträgliche Effekt auf die Wirkung 
der NETs zurückgeführt werden.  
Ein ebenfalls nicht mit der Abtötung einhergehendes Abfangen und Immobilisieren 
von Pathogenen über NETs wurde auch für Gruppe A-Streptokokken und 
Pneumokokken beschrieben [23, 48], wobei hier pathogeneigene, DNA-abbauende 
Moleküle zugrunde zu liegen scheinen. Die oben benannte Hemmung der 
Wirtszellinfektion über NETs spricht nicht für die Produktion ähnlicher Moleküle über 
E. bovis-Sporozoiten. 
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4.1.2 Monozyten und Makrophagen 
4.1.2.1 Dichte von Makrophagen in der Darmmukosa E. bovis-infizierter Kälber 
Immunhistologische Untersuchungen zur Infiltration von Makrophagen in die 
Darmschleimhaut E. bovis-infizierter Kälber belegen die Relevanz dieser 
Immunzellen, da sie in der Schleimhaut von Jejunum, Ileum, Zäkum und Kolon bei 
primär- und reinfizierten Kälbern vermehrt nachzuweisen waren (siehe 7.3).  
In aller Regel erreichen PMN als erste Zellen den Ort einer Irritation, gefolgt von 
Monozyten bzw. Makrophagen und γδ-TCR+-T-Zellen. Für PMN konnten wir zeigen, 
dass eine Konfrontation mit Sporozoiten zur gesteigerten Synthese von z. B. TNF-α 
und CCL2 führt (vgl. 7.3), beides Moleküle, die auf Makrophagen wirken respektive 
sie anlocken. Die in der Präpatenz der E. bovis-Infektion gemessene, deutlich 
gesteigerte Transkription IFN-γ-kodierender Gene in Lymphozyten drainierender 
Lymphknoten als auch im peripheren Blut könnte ebenfalls im Zusammenhang mit 
der Infiltration bzw. der Aktivierung der Makrophagen stehen (vgl. 7.4). Infiltrationen 
von Makrophagen wurden in der Darmmukosa von E. tenella- und E. acervulina-
infizierten Hühnern sowie in E. separata-infizierten Ratten beobachtet [327, 365, 
372]. Auch ältere histopathologische Untersuchungen zu E. bovis von Friend und 
Stockdale [118] beschreiben eine, wenn auch geringe Infiltration mit Makrophagen 
und anderen Zellen in reife Makromeronten. Dabei waren solche Zellen 
insbesondere in bereits degenerierten Makromeronten anzutreffen. Allerdings ist aus 
diesen Untersuchungen nicht ersichtlich, ob die Zellen vor oder nach dem Absterben 
der Parasitenstadien einwanderten. 
Über die Reinfektion der Kälber kam es abermals zur Infiltration aller untersuchten 
Darmabschnitten mit Makrophagen. Dies spricht für eine effektive Beteiligung dieser 
Zellen an der Elimination der Parasiten. Da die untersuchten Proben 12 Tage nach 
Reinfektion gewonnen wurden, deuten die Daten auf einen frühen Abbruch der 
Infektion hin, d. h. dass vermutlich bereits Sporozoiten- oder Trophozoiten-Stadien 
eliminiert werden. Für Makrophagen wäre der Zugang auf extrazelluläre Stadien 
beschränkt und somit kämen lediglich Sporozoiten in Frage. In den nachfolgenden in 
vitro-Untersuchungen haben wir uns entsprechend auf Interaktionen mit Sporozoiten 
als vitale Stadien beschränkt. 
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4.1.2.2 Phagozytische und Oxidative Burst-Aktivität von Monozyten E. bovis-
infizierter Kälber ex vivo 
In primär experimentell E. bovis-infizierten Kälbern wurden die oxidative Burst- und 
phagozytischen Aktivitäten von peripheren Monozyten als Vorläuferzellen von 
Makrophagen im Infektionsverlauf überprüft. Beide Effektormechanismen wurden in 
Monozyten zu ähnlichen Zeitpunkten wie in PMN (siehe 4.1.1.1., 4.1.1.2.) verstärkt 
induziert. Entsprechend waren zwei Aktivitätsmaxima jeweils kurz nach der Infektion 
und im Zeitraum der Merogonien I-II erkennbar (vgl. 7.3). Insgesamt fiel das Ausmaß 
der Aktivierung bei Monozyten deutlich geringer verglichen mit PMN aus (52 % vs. 
97 % bei oxidativem Burst und 38 % vs. 64 % bei Phagozytose). Einen 
vergleichbaren biphasischen Verlauf beschrieben auch Rose et al. [289] bezüglich 
der Anzahl großer mononukleärer Zellen im peripheren Blut von E. nieschulzi-
infizierten Ratten und E. maxima-infizierten Hühnern. Ob diese Aktivitäten jedoch in 
direktem Zusammenhang mit einer Interaktion mit E. bovis-Stadien stehen oder über 
absterbende Zellen und resultierende Zelltrümmer induziert wurden, kann aus diesen 
Analysen nicht geklärt werden. 
 
4.1.2.3 Elimination von E. bovis-Sporozoiten in vitro 
Um die bezüglich Monozyten ex vivo gemessene Situation in vitro nachzuvollziehen 
und somit auszuschließen, dass die Aktivierung der Monozyten evtl. nicht 
parasitenspezifisch, sondern z. B. über Zelldetritus zustande kommt, wurden bovine 
Monozyten isoliert und in vitro mit Sporozoiten konfrontiert. Zwar verschwanden nach 
Ko-Kultur ca. ein Drittel der Sporozoiten, dies konnte jedoch unter Zugabe von 
Immunserum nur geringfügig gesteigert werden. Die Verwendung von Hitze-
inaktivierten Sporozoiten erwies zudem, dass diese Reaktionen in erster Linie auf 
aktiver Invasion seitens der Parasiten beruhen, so dass Monozyten bei der 
phagozytosevermittelten Elimination von Sporozoiten insgesamt eher eine 
untergeordnete Rolle spielen (vgl. 7.3).  
Mit BoMac stand uns eine permanente bovine Makrophagenzelllinie zur Verfügung, 
die bereits in anderen Untersuchungen, z. B. zu Theileria sp. [258, 328] oder 
Mycobacterium sp. [358, 339, 389, 189], erfolgreich verwendet wurde. 
Nach Ko-Kultur von BoMac mit vitalen E. bovis-Sporozoiten zeigte sich im 
mikroskopischen Bild, dass viele Parasiten bereits nach kurzer Zeit intrazellulär zu 
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finden waren. Dabei ähnelte die Kultur sowohl in ihrer Kinetik als auch morphologisch 
(kernnahe Lage der i. d. R. einzeln in der Zelle liegenden Sporozoiten, siehe Abb. 
9b) sehr dem Bild infizierter BUVEC oder anderer Wirtszellen, so dass Zweifel 
aufkamen, ob BoMac in der Lage sind, Sporozoiten zu phagozytieren. Über den 
Einsatz Hitze-inaktivierter Sporozoiten wurde bereits in die Kultur ersichtlich, dass die 
meisten Sporozoiten aktiv invadieren und folgerichtig nur sehr wenige Parasiten 
tatsächlich phagozytiert werden (Abb. 9c).  
Dementsprechend zeigten quantitative Experimente, dass bei Verwendung von 
Hitze-inaktivierten Sporozoiten kein signifikanter Unterschied in der Anzahl 
verbleibender Parasiten im Vergleich zur zellfreien Kontrolle vorlag, während bei 
Verwendung vitaler Sporozoiten auch ohne Zusatz von Immunserum nahezu alle aus 
dem Medium verschwunden waren (Abb. 9a). Da es sich bei BoMac um eine bereits 
über Jahre verwendete, permanente Zelllinie handelt, steht zu vermuten, dass sich 
einige ihrer ursprünglichen Eigenschaften wie ihre phagozytischen Fähigkeiten, über 
die Zeit dahingehend verändert haben, dass sie kaum noch in der Lage waren, 
E. bovis-Sporozoiten zu phagozytieren.  
Verglichen mit BoMac zeigte die Ko-Kultur von primären bovinen Makrophagen und 
Sporozoiten ein anderes Bild, da bereits lichtmikroskopisch z. T. prall mit Sporozoiten 
angefüllte Makrophagen erkennbar waren. Extrazellulär verbliebene Parasiten 
blieben vital und beweglich und schienen nicht über sezernierte Moleküle 
angegriffen. Die Elimination von Sporozoiten aus dem extrazellulären Milieu war 
zudem titrierbar (vgl. 7.3). Bei einem Verhältnis von Sporozoiten zu Makrophagen 
von 1:2 wurden 70-90 % der Sporozoiten aufgenommen. Bei steigender Anzahl von 
Sporozoiten war die Aufnahmekapazität der Makrophagen zunehmend erschöpft. So 
verblieben bei einem Verhältnis von 2:1 50-70% der Parasiten extrazellulär. 
Auch hier stellte sich die Frage nach der aktiven Invasion der Makrophagen über 
Sporozoiten. Vergleichende Untersuchungen mit vitalen und Hitze-inaktivierten 
Sporozoiten zeigten, dass Sporozoiten von Makrophagen im Gegensatz zu 
Monozyten oder BoMac fast ausschließlich über Phagozytose aufgenommen 
wurden, da die Hitze-Inaktivierung der Sporozoiten das Ausmaß der Reaktion nicht 
signifikant beeinflusste. In Übereinstimmung wurden vergleichbare Daten auch für 
Ko-Kulturen von E. acervulina und aviären Makrophagen generiert [365]. 
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Abb. 9: BoMac-vermittelte Elimination von Eimeria bovis-Sporozoiten 
(a) BoMac wurden mit vitalen oder Hitze-inaktivierten (HI, 60°C, 30 min, serumfrei) E. bovis-
Sporozoiten in Ab- (SF = serumfrei) oder Anwesenheit von Immunserum (IS) im Verhältnis 
2:1 für 4 h ko-kultiviert. Anschließend wurde die Anzahl extrazellulär verbleibender 
Sporozoiten bestimmt. (b-c) zeigt beispielhaft das Bild nach Ko-Kultur mit vitalen (b) oder 
Hitze-inaktivierten (c) Sporozoiten. Eingekreist sind intrazellulär gelegene Parasiten. 
 
Im E. bovis-System wurden bereits mehr als ein Drittel der vitalen Sporozoiten als 
„echte“ nicht-adaptative Reaktion, d. h. ohne Serumzusatz von Makrophagen 
phagozytiert. Diese Reaktion war über Immunserum zu verstärken, was eine 
Effizienzsteigerung über ADCC-Reaktionen nahe legt (vgl. 7.3). Da spezifische 
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kolostrale Immunglobuline evtl. bereits abgebaut sind [110] spiegeln erstere 
Ergebnisse wahrscheinlicher die Reaktionen der Makrophagen früh nach der 
Infektion in vivo wieder. Über eine Elimination von ca. einem Drittel der Sporozoiten 
kann die Infektion zwar nicht verhindert werden, da jedoch nachfolgend die 
Amplifikation des Parasitens über Merogonien ausbleibt, ist über diese Elimination 
trotzdem eine erhebliche Reduktion der Parasitenlast zu erwarten.  
Um die Ergebnisse in einem anderen Messsystem zu verifizieren, wurden vitale und 
über Hitze inaktivierte Sporozoiten mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE gefärbt [146] 
und nach Ko-Kultur der Anteil intrazelluläre Sporozoiten enthaltende Makrophagen 
mittels FACS-Analysen bestimmt. Es bestätigte sich, dass die Verwendung toter 
Sporozoiten keinen Einfluss auf den Anteil intrazellulärer Sporozoiten hat (vgl. 7.3). 
Insgesamt kann die aktive Invasion von Makrophagen als gelegentlich 
vorkommendes Ereignis zwar nicht ausgeschlossen werden; das Gros der 
Sporozoiten wird jedoch über Phagozytose aufgenommen.  
Über die bisherigen Untersuchungen kann nicht geschlossen werden, ob 
Makrophagen tatsächlich in der Lage sind, aufgenommene Sporozoiten intrazellulär 
abzutöten. Mikroskopische Untersuchungen verlängerter Kulturen gaben darüber 
optisch keinen Aufschluss. Zukünftig müsste geklärt werden, ob bovine 
Makrophagen zur effizienten Tötung von E. bovis-Sporozoiten nur in Anwesenheit 
spezifischer Antikörper und Komplement in der Lage sind, wie im Maussystem 
bezüglich E. falciformis-Sporozoiten berichtet wurde [25], oder ob sie als reine nicht-
adaptative Reaktion auch ohne Zusatz von Immunserum direkt die Parasiten 
intrazellulär lysieren können. Ältere Untersuchungen [156, 340] beschreiben eine 
„Phagozytose-aktive, bovine Monozyten-Zelllinie“ (genauere Angaben werden nicht 
gemacht, diese Zellen werden aber als Makrophagen diskutiert) als permissive 
Wirtszelle für die Entwicklung von E. bovis-Meronten I, die jedoch nach Stimulation 
mit Zellüberstand Con A-aktivierter T-Zellen eine Weiterentwicklung der Sporozoiten 
unterbinden können [340]. Eine Weiterentwicklung der Sporozoiten konnte bisher 
weder in der bovinen Makrophagenzelllinie (BoMac) noch in primären bovinen 
Makrophagen nachvollzogen werden, allerdings waren zumindest letztere nicht über 
einen entsprechend langen Zeitraum kultivierbar. Die Daten zu Hitze-inaktivierten 
Sporozoiten sprechen jedoch dafür, dass die aktive Infektion der Makrophagen 
insgesamt vernachlässigbar ist.   
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4.1.2.4 Transkription immunmodulatorischer Gene nach Konfrontation mit 
E. bovis-Sporozoiten in vitro 
Auch wenn Monozyten oder BoMAC kaum in der Lage waren, so große Pathogene 
wie Sporozoiten zu phagozytieren und somit direkt zu eliminieren, so können sie 
trotzdem eine Rolle in der Anlockung anderer Immunzellen und in der Präsentation 
von Antigenen zur Einleitung adaptativer Immunreaktionen spielen. Deshalb wurden 
ihre Reaktionen, ebenso wie die primärer Makrophagen, auf Ebene der 
Gentranskription verschiedener immunmodulatorisch wirkender Moleküle überprüft.  
Monozyten zeigten sich insgesamt auch in diesem Zusammenhang als relativ 
unbeeindruckt sowohl von vitalen Sporozoiten als auch von Merozoiten-Antigen. 
Lediglich die Transkription IFN-γ- und CXCL10-kodierender Gene wurden deutlich 
induziert, während die Gentranskription anderer Moleküle eher moderat beeinflusst 
war (TNF-α, IL-6, CCL2, CXCL8, iNOS) oder ausblieb (IL-12, CXCL1, vgl. 7.3). Die 
Steigerung von IFN-γ-spezifischen mRNAs nach Ko-Kultur mit lebenden Sporozoiten 
und nach Stimulation mit Merozoiten I-Antigen gleichermaßen spricht durchaus für 
eine wichtige Rolle der Monozyten sowohl bei der Aktivierung von Makrophagen als 
auch bei der Initiierung der adaptativen Immunantwort, die nach unseren 
Untersuchungen (vgl. 7.4) in der Präpatenz Th1-dominiert ist. Auch die verstärkte 
Transkription CXCL10-kodierender Gene legt die Rekrutierung von T-Zellen nahe, 
welche dann eine entsprechend T-Zell-getragene Immunität gewährleisten können. 
Insofern erscheinen Monozyten zumindest für früh sich entwickelnde, zelluläre 
Immunreaktionen bei der E. bovis-Infektion von Bedeutung zu sein. 
Um zunächst die grundsätzliche Reaktivität von BoMac zu prüfen, wurden sie mit 
TNF-α und IFN-γ stimuliert und nachfolgend die Gentranskription einiger Moleküle 
untersucht. BoMac reagierten insgesamt relativ schwach auf beide Stimulanzien; 
einige Moleküle wie CXCL10 oder IL-6 wurden jedoch induziert (Abb. 10). Wir 
konnten jedoch mit keiner Behandlung die Transkription TNF-α- oder iNOS-
kodierender Gene steigern (Daten nicht gezeigt). 
Im Gegensatz zu Monozyten reagierten BoMac relativ deutlich auf Sporozoiten und 
Merozoiten I-Antigen hinsichtlich der Produktion immunmodulatorisch wirkender 
Moleküle. Die Stimulation mit Merozoiten-Antigen I induzierte die Transkription IL-6-, 
CCL2-, CXCL8-, CXCL1- und COX-2-kodierender Gene (in absteigender     
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Abb. 10: Transkription IL-6-, CXCL8-, CXCL10-, CCL2-, CXCL1- und CCL5-
kodierender Gene in BoMac nach Stimulation mit TNF-α und IFN-γ 
BoMac wurden mit humanem rekombinanten TNF-α (schwarz) oder IFN-γ (grau) 
über verschiedene Zeiträume stimuliert. Total-RNA wurde gewonnen, in cDNA 
umgeschrieben und mittels Realtime PCR unter Verwendung IL-6-, CXCL8-, 
CXCL10-, CCL2-, CXCL1- und COX-2-spezifischer Systeme analysiert. 
CXC 8 
CXCL10 CCL2 
CXCL1 CCL5      
IL-6 
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Abb. 11: Transkription IL-6-, CXCL8-, CCL2-, CXCL1-, CCL5- und COX-2-kodierender 
Gene in BoMac nach Exposition mit E. bovis-Sporozoiten und Merozoiten-Antigen 
BoMac wurden mit E. bovis-Sporozoiten (5 x 105/25 cm2, schwarze Balken) ko-kultiviert oder 
mit Merozoiten-Antigen (10 µg/ml, graue Balken) stimuliert. Total-RNA wurde gewonnen, in 
cDNA umgeschrieben und mittels Realtime PCR unter Verwendung IL-6-, CXCL8-, CCL2-, 
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Reihenfolge); nach Konfrontation mit Sporozoiten waren Gentranskripte für CCL2, 
CXCL1, IL-6 und COX-2 (in absteigender Reihenfolge) vermehrt nachzuweisen 
(Abb. 11). Die Gentranskription von CCL5, CXCL10, TNFα und iNOS wurde nicht 
beeinflusst.  
Die von beiden Zelltypen gleichermaßen induzierten mRNA-Synthesen von IL-6, 
CCL2 und CXCL1 sprechen für eine präferentielle Anlockung von Zellen des nicht-
adaptativen Immunsystems. Interessanterweise wurden dieselben Moleküle auch in 
PMN induziert (siehe 4.1.1.3.). Chemo- und Zytokine mit bevorzugter 
chemotaktischer bzw. aktivierender Wirkung auf Lymphozyten wie CCL5 oder 
CXCL10 wurden in BoMac dagegen nicht vermehrt nachgewiesen. Verglichen mit 
Monozyten zeigten BoMac eine gesteigerte Reaktivität sowohl gegenüber 
Sporozoiten als auch Merozoiten-I-Antigen. Eine generelle Tendenz zur verstärkten 
Reaktionen gegen Antigen verglichen mit Sporozoiten, wie sie für PMN belegt ist, 
war hier nicht zu erkennen. 
Insgesamt gesehen erschienen BoMac somit zwar als reaktiv gegen E. bovis, jedoch 
zumindest in ihren phagozytischen Eigenschaften relativ verändert gegenüber 
primären Makrophagen, so dass die Ergebnisse nur bedingt als die in vivo-Situation 
wiederspiegelnd angesehen werden konnten.  
Bovine Makrophagen reagierten auch auf Ebene der Gentranskription 
immunmodulatorisch agierender Moleküle differenzierter als Monozyten oder BoMac. 
Im Gegensatz zu PMN zeichnete sich eine generelle Tendenz dahingehend ab, dass 
die Ko-Kultur mit vitalen Sporozoiten i. d. R. (mit Ausnahme von IL-12) stärkere 
Reaktionen hervorrief als die Stimulation mit Merozoiten I-Antigen (vgl. 7.3).  
In Makrophagen waren nach Konfrontation mit Sporozoiten sowohl mRNAs von 
Zytokinen als auch von Chemokinen und COX-2 erhöht. Insbesondere IL-6 und 
IFN-γ wurden stark induziert, aber auch die Gene von IL-12 und TNF-α wurden 
vermehrt transkribiert, während die Stimulation mit Merozoiten I-Antigen nur IL-6- und 
IL-12-spezifische mRNAs induzierte. Zusätzlich wurden über Sporozoiten auch die 
Transkriptionen CXCL8-, CXCL1-, CXCL10- und COX-2-kodierender Gene stimuliert 
(vgl. 7.3), was insgesamt für eine Makrophagen-vermittelte Anlockung sowohl von 
Zellen des nicht-adaptativen als auch des adaptativen Immunsystems spricht. Die 
Transkription IL-10-, CCL2- und CCL5-kodierender Gene blieb bei beiden 
Behandlungen unbeeinflusst. Insbesondere die Induktion IFN-γ- und IL-12-
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kodierender Gene spricht für eine immunmodulierende Rolle der Makrophagen 
bezüglich nicht-adaptativer Reaktionen, wie z. B. der Aktivierung von NK-Zellen, als 
auch bezüglich der Induktion einer Th1-orientierten, adaptativen Immunreaktion (vgl. 
4.2.4), der bei Eimeria-Infektionen grundsätzlich eine Schlüsselrolle zukommt. 
Zudem können über die vermehrte Synthese von TNF-α dendritische Zellen aktiviert 
und in Konsequenz eine effektivere Immunreaktion initiiert werden. Eine vermehrte 
Produktion von TNF-α wurde auch bei aviären Makrophagen beschrieben, die 
während und nach einer Primärinfektion mit E. tenella oder E. maxima isoliert wurden 
[52]. Auch Makrophagenzelllinien aus Hühnern reagierten nach Stimulation mit 
E. tenella-Sporozoiten und -Merozoiten mit einer vermehrten Produktion von TNF 
[396]. 
Im Gegensatz zu PMN konnte weder nach Stimulationen mit Parasitenmaterial noch 
über Behandlungen mit IFN-γ, TNF-α oder LPS iNOS-mRNAs in bovinen 
Makrophagen nachgewiesen werden. Auch eine Voraktivierung der Makrophagen mit 
IFN-γ, wie z. B. in Untersuchungen zu B. bovis beschrieben [343], führte nicht zur 
Induktion von iNOS-Transkripten (Daten nicht gezeigt), so dass NO bei der 
Makrophagen-vermittelten Tötung von E. bovis-Sporozoiten eher eine untergeordete 
Rolle spielen sollte. Im Gegensatz dazu stehen Befunde im aviären System. Die Ko-
Kultur von E. tenella-, E. maxima- und E. acervulina-Sporozoiten mit einer aviären 
Makrophagenzelllinie resultierte hier in einer Steigerung der iNOS-Gentranskription 
unterschiedlichen Ausmaßes [72]. Zudem waren die Reaktionen der Makrophagen-
zelllinie auf Sporozoiten zum Teil speziesspezifisch. So wurde z. B. die Gen-
transkription von IFN-γ nur nach Konfrontation mit Sporozoiten der weniger 
immunogenen, aber pathogeneren Art E. tenella induziert; Ko-Kulturen mit 
E. maxima- und E. acervulina-Sporozoiten führten dagegen nicht zu einer Steigerung 
dieser mRNA [72]. Da IFN-γ eine Schlüsselrolle bei der Immunabwehr von Säugetier-
Eimerien spielt [259, 303, 304, 326, 334] könnten über die frühe Synthese dieses 
Zytokins eine Verstärkung der Makrophagenreaktionen über Rückkopplungseffekte 
bzw. die Aktivierung anderer Makrophagen oder NK-Zellen induziert werden. Zudem 
könnte die sich entwickelnde adaptative Immunantwort früh in Richtung Th1 dirigiert 
werden. Der abträgliche Effekt von IFN-γ auf die Replikation von Eimeria spp. ist 
zudem gut belegt [177, 178, 260, 300]. 
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4.1.2.5 Transkription TLR2-, TLR4- und TLR9-kodierender Gene in 
Makrophagen nach Konfrontation mit E. bovis-Sporozoiten 
Die molekulare Natur der Interaktionen zwischen Eimeria-Sporozoiten und 
Makrophagen ist nicht geklärt. Um zu überprüfen, ob TLRs beteiligt sind, wurde auf 
transkriptioneller Basis die parasiteninduzierte Regulation solcher Moleküle 
überprüft. Allerdings muss einschränkend erwähnt werden, dass diese Ergebnisse 
vorläufigen Charakters sind, da ausreichende Tierzahlen bisher nicht untersucht 
werden konnten. 
Eine Beeinflussung von TLR2-mRNAs nach Konfrontation mit Sporozoiten oder 
Stimulation mit Merozoiten I-Antigen war nicht gegeben (Abb. 12). Bei anderen 
Apikomplexa wie T. gondii oder C. parvum wird der Interaktion der Parasiten mit 
diesem TLR eine Bedeutung zugemessen [61, 79, 83, 244], wobei die 
Untersuchungen allerdings nur z. T. auf transkriptioneller Ebene durchgeführt wurden 
und nur im Falle von T. gondii Makrophagen als Wirtszellen verwendet wurden. Bei 
T. gondii-infizierten PMN wird über TLR2-Vermittlung die MyD88-abhängige 
Synthese von CCL2 beeinflusst [83], d. h. eines Chemokins, dessen Gentranskription 
auch nach Konfrontation mit E. bovis Sporozoiten induziert wurde (vgl. 7.1). 
Die Gentranskripte von TLR4 wurden dagegen nach Ko-Kultur mit Sporozoiten, nicht 
jedoch über Merozoiten I-Antigen gesteigert (Abb. 12). Dies weist auf eine 
stadienspezifische Reaktion hin, wobei jedoch einschränkend erwähnt werden muss, 
dass über die Homogenisierung der Merozoiten I entsprechende Liganden evtl. 
zerstört wurden. Bei C. parvum-infizierten humanen Cholangiozyten wurden nach 
Infektion vermehrt TLR2- und TLR4-Moleküle an die Parasit-Wirtszell-Grenzfläche 
verbracht, was letztendlich in einer über Aktivierung von NF-κB bewerkstelligten 
Zyto- und Chemokinsynthese der Wirtszelle resultierte [61]. Allerdings waren weder 
die Anheftung noch die Invasion der Wirtszellen dabei abhängig von TLR2 oder 
TLR4.  
Im Falle von T. gondii wird die Rolle von TLR4 z. T. kontrovers diskutiert. Während 
die nahezu unveränderte Empfänglichkeit von TLR4-knock-out-Mäusen gegenüber 
T. gondii nicht auf eine bedeutene Rolle dieses Rezeptors bei der T. gondii-
Erkennung schließen ließ [244, 311], wiesen andere Untersuchungen durchaus auf 
eine Beteiligung von TLR4 in der Generierung nicht-adaptativer Immunreaktionen 
gegen T. gondii hin [79, 140]. 










Unter keiner der gewählten Bedingungen wurde cDNA für TLR9 nachgewiesen. 
Während gemäß Yarovinsky [390] T. gondii keine Aktivierung von TLR9 induziert, 
weisen andere Untersuchungen mit TLR9-knock-out-Mäusen auf eine direkte 
Beteiligung dieses Rezeptors bei der T. gondii-Erkennung hin [169, 233], wie es auch 
für B. bovis [330] oder P. falciparum [66] beschrieben ist. 
Sequenzen zur Erfassung des bei T. gondii-Infektionen eine wichtige Rolle 
spielenden TLR11 standen leider nicht zur Verfügung. TLR11 kontrolliert IL-12-
vermittelte Abwehrreaktionen von dentritischen Zellen [392]. Dies erscheint insofern 
interessant, als Makrophagen mit der vermehrten Gentranskription dieses Zytokins 
sowohl nach Ko-Kultur mit Sporozoiten als auch nach Stimulation mit Merozoiten I-



































Abb. 12: Transkription TLR2- und TLR4-kodierender Gene in Makrophagen nach 
Konfrontation mit E. bovis Sporozoiten oder Merozoiten-Antigen 
Bovine Makrophagen wurden mit E. bovis-Sporozoiten (= Sporo) ko-kultiviert oder mit 
Merozoiten I-Antigen (MeroAg, 10 µg/ml) stimuliert. Total-RNA wurde gewonnen, in 
cDNA umgeschrieben und mittels konventioneller, semiquantitativer RT-PCR unter 
Verwendung TLR2- und TLR4-spezifischer Primersysteme analysiert.     
(intOD = integrierte optische Dichte) 
Ergebnisse und Diskussion 
54 
4.1.3 Natürliche Killerzellen 
4.1.3.1 NK-Zelldichte im peripheren Blut E. bovis-infizierter Kälber 
Um eine infektionsbedingte Beeinflussung der NK-Zelldichte im peripheren Blut zu 
überprüfen, wurden von experimentell E. bovis-infizierten Tieren Blutproben zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion auf NK-Zelldichten überprüft. 
Interessanterweise kam es jeweils zu den Zeitpunkten, zu denen unterschiedliche 
Eimeria-Stadien extrazellulär anzutreffen sind (Tag 2: Sporozoiten, Tag 15: 
Merozoiten I, Tag 23: Oozysten), zu einem mehr oder weniger stark ausgeprägten 
Absinken der NK-Zelldichte im peripheren Blut (Abb. 13). Diese Beobachtung spricht 
für eine Wanderung dieser Zellpopulation aus dem peripheren Blut in das infizierte 
Gewebe, wie es auch für N. caninum-infizierte Rinder aufgrund ähnlicher 
Beobachtungen früh nach Infektion diskutiert wurde [174]. Bei Eimeria-infizierten 
Hühnern wurde ebenfalls kurz nach Infektion ein Abfall der NK-Zell-Aktivität GM1-
positiver Zellen aus intraepithelialen Lymphozyten (IEL) beobachtet [198]. Die 
Autoren sehen die Ursache dafür entweder in suppressiven Effekten seitens der 
Eimerien oder in der hemmenden Wirkung von IEL auf NK-Zellen, wie es z. B. im 
murinen System beschrieben wurde [242]. 
Die Anlockung und Aktivierung der NK-Zellen wird über Chemokine und Zytokine 
bewirkt [174, 28, 205, 13]. Die in Makrophagen vermehrt nachgewiesene 
Gentranskription von CXCL10 und IL-12 (siehe 7.3) nach Konfrontation mit 
Sporozoiten ist auch in diesem Zusammenhang zu bewerten, da CXCL-10 
chemotaktisch [243, 186] und IL-12 aktivierend auf NK-Zellen wirken [28, 349, 364, 
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4.1.3.2 NK-Zell-vermittelte Elimination von E. bovis-Sporozoiten in vitro 
Die in vitro-Konfrontation IL-2-aktivierter NK-Zellen mit vitalen E. bovis-Sporozoiten 
führte zu einer deutlichen Reduktion der extrazellulären Sporozoiten (Abb. 14), was 
eine direkte, wirtszellunabhängige Aktivierung der NK-Zellen nahelegt. Dabei 
reagierten die NK-Zellen der Einzeltiere relativ gleichförmig und es kam zu einer 
mittleren Sporozoitenreduktion von 50,6 ± 4,6%. Da ein simultaner Anstieg toter 
extrazellulärer Sporozoiten nicht zu beobachten war, muss eine vollkommene Lyse 
der Parasiten vermutet werden.  
Die Vorbehandlung der NK-Zellen mit Concanamycin A zur Hemmung des 
perforinabhängigen Effektorwegs beeinflusste die Reaktionen jedoch nicht (Daten 
nicht gezeigt). Damit bleibt unklar, über welchen Mechanismus die Parasiten 
eliminiert wurden. Direkte Interaktionen zwischen NK-Zellen und Stadien 

































Abb. 13: NK-Zellen im peripheren Blut E. bovis-infizierter Kälber. Blutproben 
E. bovis-infizierter Kälber (n = 3) wurden in regelmäßigen Abständen auf die Dichte von 
NK-Zellen durchflusszytometrisch überprüft. NK-Zellen (schwarze Rauten), 
Erstantikörperkontrolle (graue Quarder), Zweitantikörperkontrolle (offene Dreiecke) 
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[36, 138]. Allerdings konnte hier zumindest im letzteren Falle eine Beteiligung der 
perforinvermittelte Abtötung gezeigt werden [36]. 
     
 
Abb. 14: NK-Zell-vermittelte in vitro Elimination von Sporozoiten. IL-2-aktivierte, bovine 
NK-Zellen wurden mit vitalen E. bovis-Sporozoiten in vitro konfrontiert. Nach 4 h wurde die 
Anzahl extrazellulär verbleibender lebender (dunkelgrauer Anteil der Balken) und toter 




Im Gegensatz zu Befunden bei N. caninum, die eine IL-12-unabhängige Steigerung 
der IFN-γ-Synthese in IL-2-aktivierten NK-Zellen nach direktem Kontakt mit 
Tachyzoiten zeigten [36], konnten wir in Abwesenheit von IL-12 keinerlei Induktion 
dieses Zytokins nach Ko-Kultur mit E. bovis-Sporozoiten nachweisen (bovines IL-12 
stand uns leider nicht zur Verfügung). Im Gegensatz dazu erschien sowohl die 
Transkription des IFN-γ-Gens als auch die Freisetzung des Proteins gehemmt 
(Abb. 15). Ob Sporozoiten dabei einen direkten suppressiven Einfluss auf NK-Zellen 
ausüben, wie es in ähnlicher Weise für andere Parasiten beschrieben wird [194] oder 




























Abb. 15: IFN-γ-Gentranskription (A) in NK-Zellen und Sekretion von IFN-γ (B) nach Ko-
Kultur mit E. bovis-Sporozoiten. Bovine, IL-2-aktivierte NK-Zellen wurden mit vitalen 
Sporozoiten (schwarze Balken) oder Medium (= 100%, graue Balken) in Anwesenheit von IL-
2 ko-kultiviert. Nach Inkubation (3 h für Gentranskription, 24 h für Zellkultur-Überstände) 
wurde Total-RNA gewonnen, in cDNA umgeschrieben und mittels IFN-γ-spezifischer 
Realtime PCR analysiert (A), sowie IFN-γ in Zellkulturüberständen mittels eines kommerziell 
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4.2  Adaptative Immunreaktionen bei Primär- und Belastungs-
infektionen mit E. bovis 
4.2.1 Einfluss von Immunserum auf E. bovis-Sporozoiten in vitro 
Wie bereits bezüglich PMN und Makrophagen gezeigt, spielt Immunserum bei über 
E. bovis-Sporozoiten induzierten ADCC-Reaktionen eine wichtige Rolle hinsichtlich 
der effizienten Elimination des Parasiten (siehe 7.1, 7.3).  
Immunserum war zudem im immunzellfreien System in der Lage, Sporozoiten zu 
agglutinieren als auch zu einem gewissen Grade zu lysieren (siehe Abb. 16 und 
Tabelle 2). Dabei war die Agglutination von Sporozoiten zwar unabhängig von 
Komplementfaktoren, aber abhängig von spezifischen IgG-Molekülen (Tab. 2). 
Entsprechend waren solche Reaktionen nach Zusatz von Kolostrum, nicht jedoch 








Immunserum, Hitze-inaktiviertb ++ 




Abb. 16 /Tab. 2: Agglutination von 
E. bovis- Sporozoiten über Seren 
Vitale E. bovis-Sporozoiten wurden mit 
verschiedenen Seren (Tab. 2, 1:200) 
über drei Stunden inkubiert und 
anschließend die Agglutination der 
Parasiten mikroskopisch beurteilt.   
 (a) serumfrei    
(b) Immunserum 
a  Serumentnahme: 3 Wochen nach Reinfektion von Kälbern 
b  Hitzeinaktivierung: 30 min, 56°C 
c   Depletion der IgG-Moleküle über Protein G-Säulen 
d  die Blutentnahme erfolgte vor der ersten Kolostrumaufnahme 
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Im Gegensatz dazu war die Serum-bedingte Lyse von Sporozoiten sowohl abhängig 
von Komplement als auch von spezifischen IgG-Antikörpern (Abb. 17), so dass hier 
eine klassische Aktivierung des Komplementsystems mit nachfolgender Lyse der 
Parasiten über die Ausbildung eines „membrane attacking complex“ (MAC) nahe 
liegt. In Übereinstimmung induzieren weder Hitze-inaktiviertes oder IgG-depletiertes 
Immunserum noch Neonatenserum eine vermehrte Lyse der Parasiten (Abb. 17). Der 
erhöhte Anteil toter Sporozoiten in Proben unter Zusatz von Immunserum mag über 
bereits abgetötete, aber noch nicht komplett lysierte Sporozoiten zustande kommen. 
 






Der Einfluss der humoralen Immunantwort auf den Ausgang einer E. bovis-Infektion 
wird z. T. kontrovers diskutiert. Es steht außer Frage, dass spezifische Antikörper im 
Verlauf der Infektion gebildet werden, diese scheinen jedoch nicht protektiv zu sein 
[110]. Nach unseren Untersuchungen könnten sie jedoch zumindest einen Beitrag 
zur effizienten Elimination von Sporozoiten leisten. Diese Stadien wären entweder 
über kolostrale Antikörper bei Infektionen sehr junger Kälber angreifbar oder im 





SF IS HI-IS IS-(IgG)- NS
tote Sorozoiten
lebende Sporozoiten
Abb. 17: Effekte von Serumkomponenten auf E. bovis-Sporozoiten 
Vitale E. bovis-Sporozoiten wurden in Abwesenheit von Serum (serumfrei = SF) 
oder unter Zusatz von Immunserum (IS), Hitze-inaktiviertem Immunserum (HI-IS), 
IgG-depletiertem Immunserum (IS-(IgG)-) oder Neonatenserum (NS) über 3 h 
inkubiert und anschließend die Anzahl verbliebener Parasiten bestimmt. 
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der Kultur bis zu 3 Wochen nach Infektion beobachten) über kälbergenerierte 
Antikörper erfassbar. Insbesondere nach Reinfektionen sollten spezifische Antikörper 
für effiziente ADCC-Reaktionen zur Verfügung stehen [110]. Dass spezifische 
Antikörper grundsätzlich direkt mit Eimeria-Stadien interagieren können und im 
Zusammenhang mit Immunzellen und/oder Komplement eine Elimination der 
Parasiten verstärken, steht außer Frage und wurde mehrfach belegt [14, 25, 24, 
388]. 
 
4.2.2 Antigenspezifische T-Zellproliferation von PBMC und Lymphknoten-
zellen  
Die Primärinfektion mit E. bovis war in Übereinstimmung mit Hermosilla et al. [144] 
über eine kurzzeitig erhöhte antigenspezifische Proliferationsleistung von PBMC in 
der Präpatenz charakterisiert (vgl. 7.5). Kurzfristige proliferative Aktivitäten von 
Lymphozyten wurden auch im Zusammenhang mit E. vermiformis-Infektionen der 
BALB/c-Maus [382] und E. tenella-Infektionen des Huhnes [40] beschrieben, wobei 
diese jedoch nur im ersteren Falle während der Präpatenz zu messen waren. 
Die antigenspezifische Proliferation der PBMC war insgesamt innerhalb der 
Präpatenz auf die Tage 8-15 p. i. beschränkt mit maximaler Aktivität am 8. Tag p. i. 
und anschließend stark abfallender Reaktivität (vgl. 7.5). Diese Reaktionen liefen 
offensichtlich zeitlich synchron mit dem Beginn der ersten Merogonie des Parasiten 
ab, d. h. es bestand ein enger Zusammenhang mit der frühen Proliferation des 
Erregers. Interessanterweise treten ebenfalls ab diesem Zeitpunkt erstmalig 
parasitenspezifische Antigene auf der Oberfläche E. bovis-infizierter Endothelzellen 
auf [15]. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass Endothelzellen über Antigen-
präsentierende Eigenschaften verfügen [20, 35, 176, 379] und T-Zellen 
antigenabhängig aktivieren können [102, 268, 281], lässt sich eine Meront I-
vermittelte Induktion von T-Zellaktivitäten vermuten. 
Die in der Peripherie erhöhte Proliferationsleistung von Lymphozyten an Tag 8 p. i. 
konnte auch lokal über Untersuchungen von aus drainierenden Lymphknoten 
stammenden Zellen bestätigt werden (vgl. 7.6) und überschnitt sich zudem zeitlich 
mit einer gesteigerten, antigenspezifischen Synthese von IFN-γ (vgl. 4.2.4) so dass 
die lymphozytären Reaktionsmuster insgesamt für eine Th1-dominierte 
Immunreaktion während der Präpatenz sprechen. 
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Der sich an Tag 8 p. i. anschließende, fast vollständige Rückgang der Zellreaktivität 
kann auch als parasiteninduzierter Mechanismus, der die lange, über 15 Tage 
dauernde Entwicklung von E. bovis in der Wirtszelle ermöglicht, interpretiert werden. 
Bei E. intestinalis-Infektionen des Kaninchens wird ebenfalls eine zeitgleich 
beginnende, antigenspezifische Lymphozytenproliferation und Merogonie 
beschrieben, allerdings war bei dieser sich durch eine kurze Merogonie I 
auszeichnenden Infektion die Proliferationsaktivität im weiteren Verlauf noch 
anhaltend gesteigert [278]. 
Die unspezifische Reaktivität der PBMC auf Concanavalin A variierte unregelmäßig 
im Verlauf der Infektion, schien insgesamt aber nicht über E. bovis beeinflusst zu 
sein (Daten nicht gezeigt). Dies entsprach Beobachtungen von Hermosilla et al. [144] 
und Hughes et al. [158] im Rahmen von E. bovis-Infektionen sowie von Renaux et al. 
[278] bei E. intestinals-infizierten Kaninchen. Somit sprechen die vorliegenden 
Ergebnisse nach Con A-Stimulation gegen eine unspezifische Immunsuppression als 
Ursache des Rückgangs der Proliferationsleistung in der Präpatenz. 
Nach Belastungsinfektion blieben proliferative Aktivitäten sowohl peripherer als auch 
lokal in Lymphknoten befindlicher Lymphozyten aus (vgl. 7.5). Diese Befunde 
entsprechen solchen zur fehlenden oder verminderten Lymphozytenproliferation bei 
Reinfektionen mit E. papillata [319] oder E. vermiformis [382] in der Maus. Im 
Gegensatz dazu zeigten immune E. intestinalis-infizierte Kaninchen eine signifikant 
gesteigerte Proliferationsleistung von Lymphozyten nach Stimulation mit 
Parasitenantigen [278]. Zu berücksichtigen ist hierbei insgesamt, dass nach den 
meisten bisherigen Untersuchungen bei Eimeria spp. bereits die frühen Stadien vor 
bzw. nach Befall der Wirtszelle mit Sporozoiten die Zielstadien protektiver 
Immunreaktionen sind [296, 325]. Mit deren zeitiger Elimination könnte die 
Entwicklung der nach unseren Befunden die T-Zell-Reaktionen vermittelnden frühen 
Meronten I verhindert worden und in Folge eine T-Zell-Proliferation ausgeblieben 
sein. 
 
4.2.3 Phänotypisierung peripher zirkulierender und lokal in der Darmmukosa 
befindlicher T-Zellen 
Die Primärinfektion mit E. bovis zeichnete sich in Übereinstimmung mit Hermosilla et 
al. [144] durch eine Expansion des Anteils CD4+-T-Zellen im peripheren Blut aus (vgl. 
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7.5). Diese gegen Ende der Präpatenz einsetzende Vermehrung der CD4+-T-Zellen 
blieb über den Verlauf der Primärinfektion erhalten, wurde jedoch mit erfolgter 
Belastungsinfektion nicht weiter beeinflusst. Entsprechend und in Übereinstimmung 
mit Daten bei anderen Eimeria-Infektionen [307, 372, 325] kam es auch zu einer 
Infiltration mit CD4+-T-Zellen sowohl früh nach Infektion mit Tag 8 p. i. in der Ileum- 
als auch nach Abschluss der Primärinfektion in der Kolonschleimhaut.  
Im Gegensatz zu Hermosilla et al. [144] wurde während der Primärinfektion keine 
Expansion des Anteils CD8+-T-Zellen im Blut gemessen. Stattdessen erschienen 
CD8+-T-Zellen während der Präpatenz im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrolltieren 
im peripheren Blut vermindert (vgl. 7.5). Auch in der Ileummukosa kam es während 
der Präpatenz nicht zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl CD8+-T-Zellen. 
Allerdings akkumulierte dieser Zelltyp in der späten Postpatenz (40 Tage p. i.) in der 
Kolonschleimhaut, so dass die Primärinfektion insgesamt von der lokal früh 
einsetzenden Dominanz von CD4+-T-Zellen sowie der erst nach Ablauf der Infektion 
einsetzenden Reaktivität CD8+-T-Zellen gekennzeichnet ist. 
Die Belastungsinfektion mit E. bovis führte nicht zu einer Verschiebung der Anteile 
unterschiedlicher T-Zell-Phänotypen (CD4+-, CD8+-, γδTCR+-T-Zellen) im peripheren 
Blut (vgl. 7.5). Der Einfluss der Belastungsinfektion manifestierte sich stattdessen 
über die gesteigerte Infiltration parasitierter Darmabschnitte sowohl mit CD4+- als 
auch mit CD8+-T-Zellen (vgl. 7.5). Auch hier erfolgte die Akkumulation von CD4+-T-
Zellen zeitlich etwas eher als die von CD8+-T-Zellen. Bei anderen Eimeria-
Infektionen deuten nur wenige Befunde auf eine protektive Rolle von CD4+-T-Zellen 
bei Reinfektionen hin. Während Depletionsstudien bei aviären und murinen Eimeria-
Infektionen keinen Einfluss der CD4+-T-Zellen auf die Immunitätsbildung aufzeigten 
[291, 367], wiesen Daten sowohl von Smith und Hayday [333] als auch von Schito et 
al. [318] diesem Zelltyp eine protektive Funktion zu. Zu bedenken ist in dieser 
Hinsicht, dass CD4+-T-Zellen ebenfalls über zytotoxische Effektormechanismen 
verfügen, denen z. B. bei Infektionen mit anderen Apikomplexa wie N. caninum eine 
größere Bedeutung zugeschrieben wird als denen von CD8+-T-Zellen [342].  
Die Infiltration der Darmschleimhaut mit CD8+-T-Zellen nach erfolgter 
Belastungsinfektion entspricht Befunden bei E. separata-infizierten Ratten [325, 327] 
oder E. acervulina-infizierten Hühnern [366] und dürfte im Zusammenhang mit der 
Immunelimination der Parasiten zu sehen sein. Entsprechend konnte für andere 
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Eimeria spp.-Infektionen über Depletionsstudien zumindest teilprotektive Funktionen 
der CD8+-T-Zellen nach Belastungsinfektionen gezeigt werden [291, 367]. Der 
tatsächliche Nachweis der in diversen Arbeiten diskutierten und gegen Eimeria-
infizierte Wirtszellen gerichteten, zytotoxischen Funktionsweise von CD8+ T-Zellen 
wurde jedoch bisher - im Gegensatz zu z. B. T. gondii [165, 91, 170] - bei Eimeria-
Infektionen noch nicht geführt. 
Neben der oben erwähnten Infiltration parasitierter Darmabschnitte mit CD4+-T-
Zellen kam es während der Primärinfektion, im Gegensatz zur Belastungsinfektion, 
auch zu einer Einwanderung von γδTCR+-Zellen in die Ileum- und Kolonmukosa (vgl. 
7.5), was Beobachtungen bei aviären und murinen Eimeria-Infektionen entspricht 
[199, 307, 111]. Dabei muss die Akkumulation der γδTCR+-Zellen nicht unbedingt 
allein mit Schutzeffekten in Zusammenhang gebracht werden. Mit ihrer bevorzugten 
Lokalisation in Schleimhäuten werden sie zwar grundsätzlich als erste Abwehrkräfte 
in der Infektabwehr ("sentinel function", vgl. [77]) gesehen, doch verneinten 
Untersuchungen unter Verwendung γδTCR+-zelldepletierter oder -defizienter Tiere 
eine protektive Rolle dieser Immunzellen bezüglich parasitologischer Parameter 
[280, 290]. Vielmehr zeigten sich dort protektive Funktionen in Bezug auf die 
klinischen Erscheinungen, so dass Roberts et al. [280] von einer regulatorischen 
Funktion im Ablauf immunpathologischer Vorgänge ausgehen. 
 
4.2.4 Antigeninduzierte Synthese Th1- und Th2-assoziierter Zytokine 
Die Primärinfektion mit E. bovis zeichnet sich durch eine Abfolge Th1- und Th2-
orientierter Immunreaktionen aus. Während die Präpatenz sowohl über einen starken 
Anstieg der IFN-γ-Gentranskription als auch über die moderat erhöhten Werte für 
IL-2 einer Th1-orientierten Immunreaktion zuzuordnen ist, folgen mit verstärkter 
Transkription des IL-4-kodierenden Gens zu Beginn der Patenz Th2-assoziierte 
Reaktionen (vgl. 7.4).  
Die Steigerung von IFN-γ in der Präpatenz konnte gleichermaßen in Antigen-
stimulierten PBMC, über Biopsien gewonnenen Lymphknotenzellen 
(Lnn. ileocaecales) und PBMC-Überständen gemessen werden. Dabei zeigten an 
Tag 8 p. i. sowohl CD4+- als auch CD8+-T-Zellen eine verstärkte Transkription IFN-γ-
kodierender Gene, während IL-2 maßgeblich von CD4+-T-Zellen produziert wurde 
(vgl. 7.4). Auch die unter 4.2.2 und von Hermosilla et al. [144] beschriebene T-
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Zellproliferation fand zeitgleich statt, so dass typische Kriterien eines Th1-
assoziierten Reaktionsmusters erfüllt sind. Die von Fiege et al. [110] beschriebene 
Induktion parasitenspezifischer IgG2-Antikörper passt ebenfalls zu den Daten, da 
dieser Isotyp im bovinen System über IFN-γ positiv reguliert wird [104].  
Die gesteigerte IFN-γ-Synthese während der Primärinfektionen stimmt mit diversen 
Studien zu anderen Kokzidiosen überein [326, 334, 303, 304] und scheint eine 
grundsätzliche Schlüsselrolle bei der Kontrolle der Primärinfektion inne zu haben (zur 
Übersicht, siehe [260]). Dabei wirkt IFN-γ auf unterschiedliche Weisen. Als ein 
wichtiger Effektormechanismus ist die Aktivierung von Makrophagen anzusehen. 
Dieser Zelltyp akkumuliert nach E. bovis-Infektionen in parasitierter Darmschleimhaut 
und ist befähigt Sporozoiten zu eliminieren (vgl. 7.3). Makrophagen ihrerseits 
könnten neben phagozytischen Aktivitäten mit der Generation von 
Sauerstoffradikalen zusätzlich abtötende Effekte auf Eimerien ausüben [154, 231]. 
Neben diesen Mechanismen ist die abträgliche Wirkung von IFN-γ auf die 
intrazellulär ablaufende Replikation von Eimeria spp. gut belegt [154, 177, 178, 300, 
260], wobei die Synthese von intrazellulärem NO als wichtigster 
Effektormechanismus angesehen wird [260]. Sowohl die unter 4.2.5 gezeigte 
Aktivierung von endothelialen (Wirts)Zellen als auch die negative Regulation Th2-
assoziierter Reaktionen über   IFN-γ spielen vermutlich zudem eine Rolle bei den 
sich nachfolgend entwickelnden Immunreaktionen. 
Neben antigenspezifischen Effekten auf die IFN-γ-Synthese kommt es auch zur 
unspezifischen, aber infektionsbedingten Beeinflussung dieses Zytokins. Beginnend 
und maximal ausgeprägt in der frühen Präpatenz, aber auch darüber hinaus 
anhaltend, wurden über E. bovis-Infektionen bei mit Mitogen stimulierten (PMA + 
Ionomycin) PBMC sowohl der Anteil IFN-γ-positiver, als auch deren Gehalt an IFN-γ 
gesteigert (vgl. 7.4). Eine alleinige oder zusätzliche Stimulation mit Parasitenantigen 
beeinflusste diese Reaktion nicht. Diese Beobachtungen wurden auch über einen 
höheren Gehalt an IFN-γ in Überständen von Mediumkontrollen an den Tage 8 und 
12 p. i. bestätigt (vgl. 7.4).  
Die Daten weisen insgesamt auf einen infektionsbedingten, aber antigen-
unspezifischen Mechanismus hin, der vermutlich in einer grundsätzlich gesteigerten 
T-Zellreaktivität begründet ist, da ähnliche Effekte auch für IL-4-positive Zellen zu 
beobachten waren. Die Beeinflussung der Reaktivität scheint jedoch insgesamt auf 
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die Zytokinsynthese beschränkt zu sein, da die unspezifisch über Concanavalin A 
stimulierte T-Zellproliferation in Übereinstimmung mit Hermosilla et al. [144] und 
Hughes et al. [158] nicht verändert war. Bisher sind ähnliche Effekte bei anderen 
Eimeria-Infektionen nicht beschrieben worden. Bei Berücksichtigung der vielfältigen 
Wirkungen von IFN-γ, insbesondere jedoch seiner anti-replikativen Effekte, liegt eine 
maßgebliche Beeinflussung des Ausmaßes der Infektion über diesen unspezifischen 
Mechanismus nahe. 
Th2-assoziierte Zytokine wurden mit IL-4 im Gegensatz zu Daten von Hermosilla et 
al. [144] ebenfalls über E. bovis-Primärinfektionen in antigenabhängiger Weise 
beeinflusst. Übereinstimmend wird eine z. T. zeitversetzte Induktion sowohl Th1- als 
auch Th2-spezifischer Zytokine auch bei anderen Eimeria-Infektionen beschrieben 
[319, 326, 333, 382]. Verglichen mit der Synthese Th1-typischer Zytokine erfolgte die 
Induktion von IL-4 nach Infektion mit E. bovis zeitlich verzögert und fand erst in der 
frühen Patenz seinen Höhepunkt (vgl. 7.4). Die kurzfristige Überlappung Th1- und 
Th2-spezifischer Reaktionen könnte die Koexistenz von IgG1- und IgG2-Isotypen in 
E. bovis-infizierten Tieren erklären. Da sich zudem ein infektionsbedingter, 
antigenunabhängiger Effekt auf Anzahl und Gehalt IL-4-positiver PBMC ergab, 
erklären sich die bei Fiege et al. [110] beschriebenen, parasitenspezifischen, über  
IL-4 im bovinen System positiv regulierten IgG2-Spiegel (vgl. [104]), die offensichtlich 
aber nicht zur Protektion der Tiere beitragen. Als ebenfalls nicht relevant bei der 
Terminierung der Primärinfektion erwies sich IL-4 in Versuchen mit E. vermiformis-
infizierten knock-out-Mäusen, da die Patenz in diesen Tieren nicht beeinflusst war 
[333]. 
Die im Verlauf der Infektion ausbleibende Steigerung der Gentranskription von IL-10, 
das im wesentlichen Maß als Th2-assoziiert angesehen wird (u. a. [239]) sprechen 
gegen eine entscheidende, immunregulatorische Rolle dieses Zytokins. Unabhängig 
davon kann nicht ausgeschlossen werden dass die IL-10-Synthese über die 
dominanten Th1-Reaktionen gehemmt wird. In diesem Zusammenhang erscheint 
interessant, dass Merozoitenantigen auch unspezifisch in PBMC nicht-infizierter 
Tiere eine, wenn auch moderate IFN-γ-Gentranskription induziert (Taubert, 
unveröffentlichte Ergebnisse), die ihrerseits für eine Herunterregulierung Th2-
assoziierter Zytokine wie IL-10 sorgen könnte.  
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Da neben IL-10 auch TGFβ zu keinem Zeitpunkt der Infektion gesteigert war 
(Taubert, unveröffentlichte Ergebnisse), sprechen die Ergebnisse zudem nicht für 
eine Beteiligung sog. regulativer T-Zellen am Immungeschehen, wie sie im 
Zusammenhang mit anderen Darm-assoziierten Entzündungsreaktionen beschrieben 
wurde (u. a. [12, 217, 237]). 
Belastungsinfektionen mit E. bovis führten weder im peripheren Blut noch in 
Lymphknotenzellen zu einer Beeinflussung Th1-assoziierter Zytokine. In 
Übereinstimmung wurde auch bei Hughes et al. [157] keine erhöhte IL-2-Synthese in 
PBMC immuner Tieren nachgewiesen. Da in unseren Untersuchungen ebenso wie 
bei anderen Eimeria-Reinfektionen [382, 334, 319] keine gesteigerte Synthese von 
IFN-γ gemessen wurde, scheint dieses Zytokin - im Gegensatz zur Primärinfektion - 
keine essentielle Rolle bei der Kontrolle von Reinfektionen zu spielen. Ähnliche 
Schlussfolgerungen ergeben sich aus Depletionsstudien und Untersuchungen mit 
IFN-γ-knock-out-Mäusen bei gegen E. vermiformis und E. papillata immunen Tieren 
[304, 319, 333, 334, 382]. 
Im Gegensatz dazu wurde die Transkription des IL-4-Gens über die 
Belastungsinfektion hinaus zunehmend in Lymphozyten aus Lymphknoten 
gesteigert, was Th2-dominierte Immunreaktionen nahelegt. Ob diesem Zytokin 
neben antikörperinduzierender Wirkung auch protektive Eigenschaften zukommen, 
ist nicht geklärt. Zumindest bei E. vermiformis-Reinfektionen der Maus scheint dies 
nicht der Fall zu sein [333]. 
 
4.2.5 Einfluss von IFN-γ auf BUVEC als potenzielle Wirtszellen 
Wir konnten in den bisherigen Untersuchungen zum einen zeigen, dass die 
Frühphase der Primärinfektion mit E. bovis von einer parasitenspezifischen, IFN-γ-
geprägten Th1-Antwort dominiert ist und zum anderen, dass PBMC im späteren 
Verlauf der Infektion zu einer verstärkten unspezifischen Produktion dieses Zytokins 
neigen (vgl. 4.2.4). Die verstärkte Adhäsion von PBMC an E. bovis-infizierte 
Endothelien (vgl. 4.2.6) lässt eine infektionsbedingte, unmittelbare Nähe von 
Lymphozyten und Wirtszellen und damit eine mögliche Wirkung von IFN-γ auf 
Endothelzellen annehmen. Aus diesem Grund wurde zudem untersucht, wie bovine 
Endothelzellen (BUVEC) als adäquate Wirtszellen unter Einfluss von IFN-γ 
reagieren.  
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BUVEC wurden grundsätzlich über IFN-γ aktiviert, wie anhand unterschiedlicher 
Aktivierungsindices, wie gesteigerte endotheliale Gentranskription verschiedener 
Chemokine/Adhäsionsmoleküle und vermehrte PMN-/PBMC-Adhäsion erkennbar 
war (vgl. 7.6). Dabei waren einige Reaktionen spezifisch für IFN-γ, andere 
entsprachen den nach TNF-α-Stimulation ermittelten Daten. 
Ähnlich humanen Endothelzellen [19, 276] führte die Stimulation mit IFN-γ zur 
selektiven Induktion von CXCL10 und CCL2 in BUVEC (vgl. 7.6) und sollte somit an 
der präferentiellen Anlockung von Lymphozyten und Monozyten zum Infektionsort 
beteiligt sein. Insbesondere über CC-Chemokine, aber auch über das zusätzlich 
unter IFN-γ-Einfluss stimulierte COX-2 (vgl. humanes System, [397, 204]) könnte so 
über endothelvermittelte Reaktionen der Übergang von nicht-angeborenen in 
adaptative Immunreaktionen induziert werden.  
Neben pro-inflammatorischen werden IFN-γ auch anti-inflamammatorische 
Eigenschaften zugeschrieben. So hemmt es z. B. die Rekrutierung von PMN im 
humanen System. In Übereinstimmung mit Beobachtungen bei humanen 
Endothelzellen [19, 150] resultierte eine Behandlung von BUVEC mit IFN-γ, im 
Gegensatz zu TNF-α, entsprechend nicht in der Hochregulation von GM-CSF und 
beeinflusste die Gentranskription von CXCL1 und CXCL8, Mediatoren der PMN-
Anlockung, allenfalls marginal (vgl. 7.6).  
Vergleichbar mit Reaktionen im humanen System [357, 96, 226] führte die 
Stimulation mit IFN-γ zudem zu einer präferentiellen Induktion der 
Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1, d. h. von Molekülen, die die feste 
Adhäsion von Immunzellen an aktiviertes Endothel vermitteln (zur Übersicht siehe 
[100, 380]). Die das reversible Rollen („rolling“) von Leukozyten vermittelnden 
Selektine P- und E-Selektin, die im bovinen System im Gegensatz zu humanen 
Zellen beide über eine Behandlung mit einem einzelnen Zytokin grundsätzlich 
induzierbar sind [387, 371, 29], wurden dagegen, analog zum humanen System [245, 
273], nicht oder allenfalls moderat beeinflusst (vgl. 7.6). In Folge zeigte sich in 
Untersuchungen zur Adhäsion von PMN und PBMC unter Verwendung von 
Durchflusskammersystemen eine signifikant gesteigerte Adhäsion beider 
Leukozytenpopulationen (vgl. 7.6).  
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Die Adhäsion von PMN und PBMC wird im humanen System über Interaktionen mit 
unterschiedlichen Adhäsionsmolekülen vermittelt. Während PMN in erster Linie über 
ICAM-1 gebunden werden, interagieren PBMC v. a. mit VCAM-1 (zur Übersicht siehe 
[100, 380]). Da beide Moleküle gleichermaßen in IFN-γ-stimulierten BUVEC induziert 
wurden, war die ermittelte Adhäsion beider Leukozytentypen in ihrer Kinetik 
vergleichbar. Allerdings bedeutete dies Unterschiede zum humanen System, da hier 
IFN-γ, im Gegensatz zur PBMC-Adhäsion [357], nicht als Stimulator der PMN-
Adhäsion angesehen wird [226, 357].  
Zu der relativ starken PBMC-Adhäsion an IFN-γ-stimulierte BUVEC könnte indirekt 
endotheliales, über IFN-γ induziertes CXCL10 beigetragen haben, da es auch im 
humanen System solche Adhäsionsreaktionen potenziert [353]. Bezüglich PBMC 
zeigen immunhistologische Analysen, dass bei der IFN-γ-vermittelten Adhäsion an 
BUVEC CD4+-und CD8+-T-Zellen sowie γδ-TCR+-T-Zellen gleichermaßen beteiligt 
sind (vgl. 7.6), so dass IFN-γ insgesamt als Quelle einer sehr breit angelegten, 
endothelialen Immunreaktion anzusehen ist.  
Neben den oben genannten Effekten wurde über IFN-γ auch die Gentranskription 
von MHC I- und II-Molekülen induziert (Taubert und Hermosilla, unveröffentlichte 
Daten), was bei E. bovis-infizierten BUVEC bezüglich möglicher Interaktionen 
insbesondere mit CD4+- oder CD8+-T-Zellen von Bedeutung sein könnte.  
Die gezeigte, wenn auch moderate Steigerung von iNOS-Transkripten unter IFN-γ-
Einfluss (vgl. 7.6) könnte sich zudem über NO-Synthese hemmend auf die 
Replikation des Parasiten auswirken. 
 
4.2.6 Adhäsion von PBMC an E. bovis-infizierte Endothelzellen in vitro 
Der erfolgreiche Ablauf der mehrstufigen Kaskade der Leukozytenextravasation stellt 
die Voraussetzung für inflammatorische Prozesse im Bereich des Endothels bzw. im 
tieferen Gewebe dar. Hierbei müssen frühe Interaktionen zwischen Leukozyten und 
Endothelzellen gegeben sein, die einerseits MHC-unabhängig sind und somit 
antigenunspezifisch ablaufen und deren Qualität andererseits vom 
Expressionsmuster endothelialer bzw. leukozytärer Oberflächenmoleküle abhängt. 
So wird beispielsweise die Adhäsion von PMN und PBMC über unterschiedliche, 
präferentiell genutzte endotheliale Adhäsionsmoleküle gesteuert [100, 380, 374, 
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105]. Die Unabhängigkeit vom MHC-System ermöglicht Untersuchungen im 
allogenen System, so dass die vorliegenden Studien mit Endothelzellen und PBMC 
unterschiedlicher Spendertiere durchgeführt werden konnten. Da das 
Expressionsmuster der Rezeptoren bzw. Liganden auf PBMC jedoch im 
Zusammenhang mit ihrem Differenzierungs- bzw. Aktivierungszustand variieren kann 
[274, 374] und solche Einflüsse ausgeschaltet werden sollten, wurde mit PBMC aus 
experimentell E. bovis-infizierten Kälbern in Kombination mit zeitgleich in vitro-
infizierten BUVEC gearbeitet.  
Die Untersuchungen zur Adhäsion von PBMC wurden unter Verwendung der 
“parallel plate flow chamber“ durchgeführt, einem Durchflusskammersystem, das den 
Leukozytenfluss in kleineren Gefäßen simuliert und somit die in vivo-Situation relativ 
realistisch widerspiegeln sollte.  
Die Adhäsion von PBMC an infizierte BUVEC war früh nach der Infektion gesteigert, 
was sich in Maximalwerten bereits einen Tag p. i. niederschlug (vgl. 7.7) und auf die 
Invasion der Sporozoiten als auslösendes Moment hinweist. Ob noch frühere 
Reaktionen stattfinden, konnte wegen des Designs der Studie nicht geklärt werden. 
Anschließend kam es zu einer graduell abfallenden PBMC-Adhäsion, so dass mit 
Tag 8 p. i. keine signifikanten Effekte mehr zu messen waren. Damit erfolgten 
offensichtlich keine Interaktionen mit sich entwickelnden Meronten I, sondern die 
Adhäsionsreaktionen waren mit der beginnenden Replikation (ab Tag 7-8 p. i.) des 
Parasitens kaum noch nachzuweisen. Die in ähnlicher Weise für die PMN-Adhäsion 
an E. bovis-infizierte BUVEC beschriebenen Daten werden von den Autoren als 
Evasionsstrategie des Parasitens beschrieben [147]. Tatsächlich konnte in dieser 
Arbeit eine E. bovis-vermittelte Hemmung der TNF-α-induzierten PMN-Adhäsion 
gezeigt werden. Ähnliche Effekte wären auch bezüglich der PBMC-Adhäsion 
denkbar. Zudem zeigen die Daten, dass sich die über E. bovis-Infektionen der Kälber 
verursachte Aktivierung der PBMC nicht auf Adhäsionsreaktionen auswirkt, da PBMC 
um Tag 8-12 p. i. zwar hochreaktiv gegen spezifische Antigene sind (vgl. 4.2.2, 
4.2.4), aber nicht vermehrt adhärieren.  
Im Prinzip sind die Daten zur PBMC-Adhäsion mit solchen zur PMN-Adhäsion an 
E. bovis-infizierte BUVEC [147] vergleichbar, da sie auf eine grundsätzliche 
Aktivierung der Wirtszellen hindeuten, jedoch weisen Unterschiede in der Kinetik (die 
PMN-Adhäsion war am stärksten an Tag 2 p. i. und verblieb über einen längeren 
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Zeitraum auf erhöhtem Niveau) auf einen schneller ablaufenden und kürzer 
andauernden Prozess hin. Diese differenzierte Reaktivität ist über die 
unterschiedliche Nutzung endothelialer Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1 und VCAM-1 
seitens PMN und PBMC erklärbar. Dass E. bovis-Infektionen bei Endothelzellen 
grundsätzlich eine, wenn auch eher moderate, Hochregulation der für das Rollen und 
die Adhäsion von Leukozyten essentiellen Adhäsionsmoleküle bewirkt, konnten 
Hermosilla et al. [147] zeigen.  
Immunhistologische Untersuchungen adhärierter PBMC belegen, dass sowohl CD4+- 
und CD8+-T-Zellen als auch γδ-TCR+-T-Zellen an diesen Reaktionen beteiligt waren 
(vgl. 7.7). Somit interagieren insgesamt solche T-Zellpopulationen mit infiziertem 
Endothel, die alle grundsätzlich zu zytotoxischen Reaktionen befähigt sind. 
Interessant erscheint insbesondere die relativ hohe Beteiligung von CD8+-T-Zellen 
(41,78 % der adhärierten PBMC waren CD8+, vgl. 7.7), welche bei anderen Eimeria-
Infektionen als Effektorzellen vermutet werden. Zytotoxische CD4+-T-Zellen spielen 
dagegen beispielsweise bei der Termination von N. caninum-Infektionen eine 
essentielle Rolle [342]. Jedoch sind auch γδ-TCR+-T-Zellen in der Lage, T. gondii-
infizierte Makrophagen zu lysieren [166]. Allerdings finden die Interaktionen der 
PBMC nach Erstinfektion mit einem Tag p. i. sehr früh statt, so dass effektive 
zytolytische Reaktionen zumindest über erstere Subpopulationen kaum zu vermuten 
sind. Nichtsdestotrotz erscheint in diesem Zusammenhang erwähnenswert, dass 
Endothelzellen Antigen-präsentierende Eigenschaften haben und CD4+- und CD8+-T-
Zellen entsprechend antigenabhängig aktivieren können [211, 268, 102, 281]. 
Ähnlich wie bei Shi et al. [325] diskutiert, wäre eine Elimination E. bovis-infizierter 
Endothelzellen über protektive zytotoxische Reaktionen gegen frühe intrazelluläre 
Stadien nach Reinfektionen über diesen Mechanismus durchaus denkbar.  
Die Adhäsion von CD4+-, CD8+- und γδ-TCR+-T-Zellen an E. bovis-infizierte 
endotheliale Zellrasen erfolgte erstaunlicherweise zu nahezu gleichen Teilen sowohl 
an infizierte als auch an nicht-infizierte Zellen innerhalb eines Monolayers. Ähnliche 
Befunde liegen zur PMN-Adhäsion vor [147], jedoch war hier das Verhältnis deutlich 
zugunsten nicht-infizierter Zellen verschoben (90 % der PMN adhärierten an nicht-
infizierte Zellen). Es ist bisher nicht klar, warum PBMC oder PMN an nicht-infizierte 
Zellen innerhalb eines infizierten Zellrasens adhärieren. Zu bedenken ist die 
Hypersensibilität von Endothelzellen gegenüber mechanischen Einflüssen. Eventuell 
Ergebnisse und Diskussion 
 71 
reicht bereits das Gleiten der Parasiten über die Zelloberfläche bei der Suche nach 
geeigneten Wirtszellen zur Aktivierung der Endothelzellen aus. Diese motilen 
Aktionen werden über komplexe Interaktionen zwischen Parasit und Wirtszelle 
vermittelt und resultieren z. B. in einer nachweisbaren Proteinspur auf Wirtszellen 
[49], so dass eine Registrierung seitens der Wirtszelle durchaus denkbar erscheint. 
Auch ein wiederholtes Eindringen und Verlassen scheinbar nicht geeigneter 
Wirtszellen seitens der Sporozoiten [21, 74, 75] könnte ursächlich zugrunde liegen. 
Zusätzlich könnten diese Effekte über eine parasitenvermittelte, parakrine 
Aktivierung benachbarter Zellen erfolgt sein, wie es z. B. für Zytomegalievirus-
infizierte HUVEC über IL-1β-Synthese belegt wurde [86].  
 
 
4.3 Reaktionen E. bovis-infizierter Wirtszellen 
4.3.1 Beeinflussung des Wirtszelltranskriptoms über E. bovis-Infektion 
4.3.1.1 Einfluss von E. bovis auf die Gentranskription immunmodulatorischer 
Moleküle in Wirtszellen 
Untersuchungen von Hermosilla et al. [147] zur E. bovis-vermittelte Beeinflussung 
von Adhäsionsmolekülen in Endothelzellen legen eine infektionsbedingte 
Verminderung dieser Moleküle nahe. Um ähnliche Reaktionen bezüglich 
immunmodulatorisch agierender Moleküle erfassen zu können, wurden Infektionen 
mit Tachyzoiten von T. gondii und N. caninum zu vergleichenden Untersuchungen 
herangezogen. Da beide Parasiten im Gegensatz zu E. bovis mit max. drei Tagen 
eine schnelle Replikation in der Zelle durchlaufen und zudem Untersuchungen mit 
Stimulatoren wie TNF-α und IFN-γ (vgl. 7.6) auf eine zügige Reaktivität der 
Endothelzellen innerhalb der ersten 48 h schließen lassen, wurde der 
Untersuchungszeitraum auf 72 Stunden beschränkt. Untersuchungsgegenstand 
waren bevorzugt auf PMN wirkende CXC-Chemokine (CXCL1, CXCL8, CXCL10), 
v. a. Monozyten und Lymphozyten anlockende CC-Chemokine (CCL2, CCL5), der 
PMN- und Makrophagen-stimulierende Faktor GM-CSF, das als Marker der 
Prostaglandinsynthese dienende COX-2 sowie iNOS als Indikator der induzierbaren 
NO-Synthese. 
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Insgesamt zeigte sich, dass die unterschiedlichen Infektionen grundsätzlich zu einer 
Aktivierung der Wirtszellen führten, allerdings von unterschiedlichem Ausmaß und 
Reaktionsmuster (vgl. 7.8). Analog zu Untersuchungen zu Adhäsionsmolekülen [355] 
kam es über T. gondii- oder N. caninum-Infektionen früh nach Infektion zu einer 
Steigerung aller untersuchten Gentranskripte, während diese im Falle der E. bovis-
Infektionen entweder nur moderat (CCL2, CCL5, GM-CSF) induziert wurden oder 
mehr oder weniger unbeeinflusst (CXCL1, CXCL8, CXCL10, COX-2, iNOS) blieben, 
obwohl bei Verwendung gleicher Infektionsdosen die resultierenden Infektionsraten 
bei E. bovis-infizierten BUVEC ungleich höher lagen (25,1 % bei E. bovis, 8,5 % bei 
T. gondii und 7,9 % bei N. caninum, vgl. 7.8). Die Ergebnisse entsprechen bezüglich 
T. gondii Untersuchungen von Knight et al. [175] zu infizierten Endothelzellen aus 
Gefäßen der Retina der Ratte, die eine früh nach der Infektion auftretende, 
vermehrte Gentranskription und Proteinexpression von CCL2, CCL5 und CXCL1 
nachwiesen. Auch in T. gondii-infizierten Fibroblasten wurde eine Hochregulation der 
Transkription der CXCL1-, CCL2-, oder CXCL8-Gene [30, 92, 120] beschrieben, 
während Brenier-Pinchart et al. [41] zwar eine Steigerung der Transkription und 
Expression von CCL2, nicht jedoch von CXCL8-, CCL5- und CXCL10-mRNAs 
nachweisen konnten. Interessanterweise scheint der CCL2-assoziierte Effekt 
stadienabhängig zu sein, da eine Induktion dieses Chemokins nur über die sich 
schnell entwickelnde Tachyzoiten, nicht jedoch über Bradyzoiten erreicht wurde [42]. 
Da es sich bei E. bovis-Sporozoiten ebenfalls um sich langsam entwickelnde Stadien 
handelt, die eine deutlich geringere Steigerung der CCL2-Gentranskription als 
T. gondii-Tachyzoiten bewirken, könnten hier die Ergebnisse ihre Entsprechung 
finden. Insgesamt könnte die Induktion von CCL2 auf bei Eimeria spp. konserviertes 
Antigen (18 kDa Protein) zurückgeführt werden, wie von Rosenberg et al. [306] in 
murinen dendritischen Zellen beschrieben. Eine auf die Induktion von CC-
Chemokinen beschränkte Reaktivität der Wirtszelle findet sein Pendant auch in 
Proben E. tenella- und E. maxima-infizierter Hühner [191].  
Der zusätzlich auftretende Effekt von T. gondii-Infektionen auf GM-CSF (vgl. 7.8), 
eines Moleküls mit bekannter Wirkung auf diesen Parasiten [246, 113, 84], bestätigt 
Befunde in T. gondii-infizierten Fibroblasten [59]. Auch die vermehrte Synthese von 
COX-2 entspricht im Prinzip den Ergebnissen anderer Gruppen [209, 356, 58, 393] 
und kann im Sinne der bei Zerstörung von Zellen beschriebenen Hochregulation 
dieses Moleküls [196, 251] interpretiert werden.  
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Die im Rahmen aller drei Infektionen moderat induzierte Gentranskription von iNOS 
sollte eine vermehrte Synthese von NO nach sich ziehen. NO ist ein wichtiges 
Effektormolekül gegen intrazelluläre Pathogene in Phagozyten [259, 47] und könnte 
auch bei Endothelzellen zur Wirkung kommen.  
Während in der Frühphase der E. bovis-Infektion kaum pro-inflammatorische 
Reaktionen seitens der Wirtszelle gemessen wurden, was auch über 
Transkriptomanalysen 4 Stunden und 4 Tage p. i. bestätigt wurde (vgl. 7.9.), zeigten 
an Tag 8 p. i. durchgeführte Microarray-Analysen (vgl. 7.9) ein anderes Bild. Die 
signifikante Beeinflussung zellulärer Funktionen bezüglich des „trafficking“ von 
Immunzellen und der inflammatorischen Antwort der Wirtszelle als auch die Induktion 
eines immunassoziierten Netzwerks unter Beteiligung diverser, zuvor im Verlauf der 
Infektion in der Mehrzahl nicht vermehrt transkribierter, immun-modulatorisch 
wirkender Moleküle belegen hier die grundsätzliche Potenz der endothelialen 
Wirtszelle (vgl. 7.9). Interessanterweise waren hier im Gegensatz zu oben 
beschriebenen Befunden früh nach Infektion ausschließlich CXC-Chemokine 
(CXCL1, CXCL3, CXCL6, CXCL8) hochreguliert (vgl. 7.9), was eine chemotaktische 
Einwirkung v. a. auf PMN, aber auch auf Lymphozyten nahelegt [204, 397], wobei für 
beide Zelltypen Befunde zur Interaktion mit E. bovis-infizierten Endothelien vorliegen 
(vgl. 4.2.6 und [147]). In einem direkten Zusammenhang dazu steht die 
Hochregulation der Adhäsionsmoleküle P-Selektin, VCAM1 und ICAM1 (vgl. 7.9), da 
diese Moleküle in Übereinstimmung mit Hermosilla et al. [147] die Adhäsion von 
PMN an E. bovis-infizierte BUVEC vermitteln. 
Zusätzlich waren solche Moleküle in ihrer Abundanz vermehrt, die in den Komplex 
der Blutgerinnung eingebunden sind (vgl. 7.9). Welche Rolle eine vermehrte 
Gentranskription von PLAU (plasminogen activator, urokinase), PLAUR 
(plasminogen activator, urokinase receptor), PLAT (plasminogen activator, tissue) 
und SERPINE1 (serpin peptidase inhibitor, clade E) im Rahmen der E. bovis-
Infektion spielt, ist unklar. Es erscheint unwahrscheinlich, dass sie mit den über tiefe 
mukosale Defekte verursachten hämorrhagischen Durchfällen im Zusammenhang 
steht, da diese klinischen Erscheinungen erst später im Verlauf der Infektion im Zuge 
der Patenz zu erwarten sind. Eher ist sie als Ausdruck der parasiteninduzierten 
Aktivierung der Wirtszellen zu verstehen, da inflammatorische Reaktionen des 
Endothels generell von einer erhöhten Permeabilität des endothelialen Zellverbands 
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begleitet werden. Gelockerte Zellverbände wurden auch bei C. parvum-infizierten 
Epithelzellen beobachtet [5] und könnten bei E. bovis in Verbindung mit der 
Runterregulation des tight junction-assoziierten Claudin 1 (CLD1, vgl. 7.9) in 
Verbindung stehen.  
Auch die gesteigerte Transkription von in der Komplement-Kaskade eingebundenen 
Molekülen wie Komplementfaktor B und H, C8, C1S und C3 in der späteren Phase 
der E. bovis-Infektion spricht für den Aktivierungszustand der Endothelzellen.  
Die oben besprochene Modulation immunassoziierter Moleküle an Tag 8 p. i. schlug 
sich auch in der Regulation bestimmter Signalwege nieder. So waren in E. bovis-
infizierten BUVEC Moleküle der Koagulations-, IL-8- und Leukozytenextravasations-
Signalwege signifikant überrepräsentiert (vgl. 7.9). Zusätzlich wurde der im Rahmen 
der Freisetzung pro-inflammatorischer Moleküle betroffene HMBG1-Signalweg an 
den Tagen 4, 8 und 14 p. i. induziert. 
Die immunologischen Konsequenzen einer restriktiven Synthese inflammatorischer 
Moleküle zu bestimmten Zeitpunkten nach der Infektion sind offensichtlich. Die 
Unterdrückung diverser Chemotaxis-relevanter und anderer Moleküle zu einem 
frühen Zeitpunkt der Infektion, in dem E. bovis sich noch nicht stabil in der Zelle 
etabliert hat, erhöht die Überlebenschancen des Parasiten. Die später auftretende 
Induktion diverser pro-inflammatorisch agierender Moleküle am Tag 8 p. i. spricht für 
eine pro-Wirtszell ausgerichtete Reaktion, passt zeitlich z. B. zu den unter 4.2.2. und 
4.2.4. beschriebenen T-Zell-assoziierten Reaktionen und verdeutlicht die 
immunologische Potenz der endothelialen Wirtszelle. Inwiefern die zu diesem 
Zeitpunkt induzierten, pro-inflammatorischen Reaktionen tatsächlich zu einer 
Begrenzung der Infektion führen, bleibt zu klären. 
 
4.3.1.2 Transkriptionelles Profil E. bovis-infizierter Endothelzellen  
Um globale Einsichten in die über E. bovis vermittelte Modulation der Wirtszelle zu 
erhalten, wurden bovine Microarrays an E. bovis-infizierten BUVEC durchgeführt. 
Dabei wurden folgende Termine berücksichtigt: 4 Stunden p. i. (= kurz nach der 
Invasion der Parasiten), 4 Tage p. i. (= Umwandlung zum Trophozoiten), 8 Tage p. i. 
(= beginnende Proliferation des Parasiten) und 14 Tage p. i. (= Ausreifung des 
Makromeronten) (vgl. 7.9).  
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Die vergleichende Analyse der Datensätze zeigt einen gesteigerten Einfluss des 
Parasiten auf die Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle mit zunehmender 
Infektionsdauer (vgl. 7.9). Bei Berücksichtigung sowohl der Anzahl modulierter 
Gene/Termin als auch der innerhalb der Termine überlappenden Datensätze 
verdeutlicht sich eine Zweiteilung der in vitro-Entwicklung dahingehend, dass in der 
Frühphase - d. h. vor Beginn der Proliferation des Parasiten mit 4 Stunden und 4 
Tagen p. i. - allenfalls eine schwache Modulation der Wirtszelltranskription 
auszumachen war, die tendenziell eher durch inhibitorische Effekte auf die 
Endothelzellaktivierung gekennzeichnet war. Mit beginnender Proliferation des 
Parasitens erfolgte dann eine massive, im Zuge der Weiterentwicklung bzw. 
Ausreifung der Makromeronten zunehmende Beeinflussung des 
Wirtszelltranskriptoms. So wurden beispielsweise > 60 % der am 8. Tag p. i. 
modulierten Gene in derselben Weise auch 6 Tage später beeinflusst, jedoch i. d. R. 
in einem noch stärkerem Ausmaß (vgl. 7.9).  
Manipulationen an E. bovis-infizierten Wirtszellen in den ersten zwei Tagen p. i., wie 
z. B. über Zugabe von Apoptoseinduktoren [187] oder Kalzium-Ionophoren [22] 
zeigen, dass das Parasit-Wirtszellverhältnis innerhalb dieses Zeitraums noch relativ 
labil ist und in der Folge Sporozoiten die Wirtszellen verlassen, um neue 
aufzusuchen. Offensichtlich hat sich der Parasit innerhalb dieses Zeitraums noch 
nicht irreversibel in der Wirtszelle etabliert und übernimmt erst später die vollständige 
Kontrolle, was sich z. B. dahingehend äußert, dass über Apoptoseinduktoren die 
Wirtszelle dann nicht mehr in den programmierten Zelltod getrieben werden kann 
[188]. Prinzipiell ist dieses Phänomen indirekt auch an den Daten zur 
Transkriptomanalyse E. bovis-infizierter BUVEC ablesbar. Der Zeitraum unmittelbar 
nach der Invasion der Wirtszelle 4 Stunden p. i. bewirkte nur eine minimale Reaktion 
der Wirtszelle auf transkriptioneller Ebene. Dies erscheint zunächst zwar 
verwunderlich, da der Prozess der Invasion mit mechanischem Stress einhergeht 
und insbesondere Endothelzellen empfindlich auf solche Manipulationen reagieren 
sollten. Wir haben uns bezüglich dieses verwendeten Zeitpunkts an Daten zur 
optimalen Reaktionszeit von BUVEC auf lösliche Stimulatoren, wie z. B. TNF-α oder 
IFN-γ orientiert. Folgerichtig ist zu vermuten, dass entweder die Invasion nahezu 
unbemerkt von der betroffenen Wirtszelle erfolgt oder dass die initiale Modulation der 
betroffenen Wirtszelle seitens des Parasiten auf Proteinebene oder über 
epigenetische Mechanismen erfolgt und somit nicht über Transkriptomanalysen 
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erfasst werden kann. Die Abgabe präformierter, blockierend eingreifender Proteine 
erscheint zumindest als rasch greifende, wenn auch nicht dauerhaft wirkende 
Strategie einleuchtend; unterstützende Daten zu dieser Hypothese liegen jedoch 
bisher nicht vor. 
Gemäß der Transkriptomdaten nimmt E. bovis Einfluss auf unterschiedlichste 
Aspekte der Wirtszelle. Auffallend war eine i. d. R. bei zunehmender Infektionsdauer 
vermehrte, parasiteninduzierte Regulation von allgemeinen Zellfunktionen (zelluläre 
Entwicklung, Zell-zu-Zell-Signaling, Zellzyklus, Zellmorphologie, Zelltod, 
Zellbewegung, zelluläres Wachstum und Proliferation), von Wirtszellmetabolismus 
(v.a. Kohlenhydrat-, Lipidmetabolismus als auch Energiegewinnung) und von der 
wirtszelleigenen Immunantwort (vgl. 7.9). Zudem regulierte E. bovis diverse 
molekulare Netzwerke und zelluläre Signalwege. 
Die mit einer enormen Größenzunahme verbundene intrazelluläre Makromeronten-
entwicklung zieht eine strukturelle Reorganisation der Wirtszelle über Beeinflussung 
unterschiedlicher Zytoskelettelemente nach sich, wie im Prinzip auch für andere 
Apikomplexa beschrieben wurde [85, 116, 130, 131, 225, 248]. Bei E. bovis-
infizierten Zellen berichten Hermosilla et al. [145] über die Zunahme der 
wirtszelleigenen Aktinfilamente und Mikrotubuli um die parasitophore Vakuole, was 
insgesamt zu einer Stabilisierung der Wirtszelle im Verlauf der in vitro-Infektion führt. 
Die Transkriptomanalysen offenbaren zusätzlich beteiligte Moleküle v. a. in der 
späten Phase der Infektion (vgl. 7.9). So waren unterschiedliche Tubuline (TUBB, 
TUBB4, TUBB6) und Mikrotubuli-assoziierte Moleküle [“tubulin polymerization 
promoting protein“ (TPPP), „dedicator of cytokinesis 7“ (DOCK7), “cytoskeleton-
associated protein 4“ (CKAP4), “dynactin 3”, (DCT3)] in ihrer Abundanz vermehrt. 
Zusätzlich induzierte die Infektion Moleküle, die mit Aktin-Signalwegen interagieren 
oder auf anderem Weg Aktin-assoziiert sind , wie „capping protein gelsolin-like“ 
(CAPG), “calponin” (CNN2), “transgelin” (TAGLN) oder “paladin” (PALLD). 
Die im Zuge der Makromerontenreifung einhergehenden Vergrößerung der Wirtszelle 
sollte nicht unbeträchtlichen Zellstress bewirken. In Analogie zu anderen 
Apikomplexa-infizierten Wirtszellen [255, 248], wurden charakteristische 
Stressfaktoren, wie z. B. unterschiedlicher Hitzeschockproteine (HSP90AA1, 
HSP90B1, HSP70, HSP70-3, HSP70-5, HSP27, HSPB6, vgl. 7.9) induziert. Auch 
andere stressassoziierte Moleküle wie SERP1 („stress-associated endoplasmic 
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reticulum protein 1“) und STIP1 („stress-induced-phosphoprotein 1“) wurden an Tag 
14 p. i. vermehrt transkribiert, wobei letztgenanntes wiederum als Koordinator von 
Molekülen der HSP70- und HSP90-Familie fungiert.  
HSPs sind zudem in die Regulation der Apoptose involviert, wobei bestimmte 
Mitglieder der HSP27-, HSP70- und HSP90-Familien inhibitorisch einwirken können 
[151]. Dass die Wirtszellapoptose E. bovis-infizierter Zellen grundsätzlich gehemmt 
wird, wurde kürzlich von Lang et al. [188] belegt. Als vermittelnde Faktoren wurden 
die inhibitorisch agierenden Moleküle c-IAP (syn. BIRC2) und c-FLIP benannt, wobei 
ersteres auch in den Transkriptomanalysen von Tag 8. p. i. als gesteigert vorliegend 
aufgezeigt wurde. Zusätzlich wurden neue, bisher im Zusammenhang mit der 
E. bovis-vermittelten Hemmung der Apoptose unbekannte Faktoren identifiziert, die 
entweder über ihre Hochregulation [z. B. “DNA-damage-inducible transcript 4“ 
(DDIT4), „BCL2-related protein A1“ (BCL2A1)] oder über eine verminderte Abundanz 
[z. B. „BCL2-like 14“ (BOK)] inhibitorisch einwirken (vgl. 7.9). Allerdings darf nicht 
übersehen werden, dass auch eine Reihe pro-apoptotisch wirkender Moleküle, wie 
„BCL2-associated athanogene 5“ (BAG5), „BCL2-antagonist/killer 1“ (BAK1), „BCL2-
like 14“ (BCL2L14), „cytochrome c“ (CYCS), „cytochrome c oxidase subunit Va“ 
(COX5A) und „death associated protein 3“ (DAP3) induziert wurde (vgl. 7.9). Es ist 
schwierig zu beurteilen, welche der Komponenten den Ausschlag geben werden. 
Grundsätzlich sind auch pro-apoptotische Reaktionen bei Eimeria spp.-infizierten 
Wirtszellen in ähnlicher Situation gegen Ende der intrazellulären Entwicklung zur 
Unterstützung der Lyse der Wirtszelle beschrieben [82]. 
Ein Charakteristikum der Makromerontenentwicklung ist die mit beginnender 
Proliferation andauernde Veränderung des Zellkerns infizierter Wirtszellen, ein 
Phänomen, das auch in der Kultur von E. ninakohlyakimovae-Meronten I beobachtet 
wurde (vgl. 7.11) Die veränderte Zellkernmorphologie, die auf eine vermehrte 
Abundanz des transkriptionsaktiven Euchromatin hinweist, findet ihre Entsprechung 
in der steigenden Anzahl regulierter Gene ab Tag 8 p. i. Auch die in diesen 
Datensätzen in ihrer Abundanz vermehrt identifizierten Schlüsselfaktoren der 
Transkription wie FOS, MYC oder STAT1 als auch anderer Transkriptionsfaktoren 
(z. B. ANKRD1, ANKRD52, BHLHB2, GTF2E2, GTF2H3, EZH2, KLF4, KLF5) 
bestätigen die erhöhte Transkriptionsaktivität infizierter Zellen (vgl. 7.9). Ein am Tag 
14 p. i. hochsignifikant über E. bovis beeinflusstes molekulares Netzwerk mit MYC 
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als zentralem Element weist auf die Schlüsselrolle dieses Transkriptionsfaktors hin. 
Die Aktivierung von MYC trägt z. B. bei Theileria spp.-infizierten B-Lymphozyten zum 
Überleben der Wirtszellen bei [93]. Ähnliche Phänomene wären auch bei E. bovis-
infizierten Wirtszellen denkbar. 
Neben der veränderten Abundanz des Euchromatins ist auch das Konfluieren und 
Wachsen der Nukleoli charakteristisch für die „Spiegelei“-Form der Zellkerne 
makromerontentragender Wirtszellen. Dieses Phänomen gilt als Indikator einer stark 
proteinsynthetisch aktiven Zelle [3]. In Übereinstimmung wurden typische 
Translations-assoziierte Moleküle, wie eukaryontische Translations-initiierende 
Faktoren (EIF2B1, EIF4A1, EIF4E2, EIF4E3) oder eukaryontische Translations-
elongierende Faktoren (EEF1A1, EEF1E1) in E. bovis-infizierten BUVEC induziert 
(vgl. 7.9). 
Die oben beschriebene Veränderung der Zellkernmorphologie entspricht 
grundsätzlich der eines in der Interphase befindlichen Zellkerns [3]. Während die 
Kerne umgebender, nicht-infizierter Zellen i. d. R. eine andere, mehr gepunktete 
Morphologie aufwiesen, verblieben die der infizierten bis zum Ende der Merogonie I 
in dem „Spiegelei“-Zustand. Dies legt die Vermutung einer E. bovis-induzierten 
Arretierung des Zellzyklus nahe. Bei T. gondii-infizierten Wirtszellen wird eine 
Arretierung in der G2-Phase [235, 46] zum Benefit der parasitären Proliferation 
beschrieben, die u. a. über eine Verminderung des Zyklins B1 erklärt wird [46]. Auch 
Leishmania spp. verzögern die Wirtszellproliferation über die Induktion der den G1/S-
Übergang hemmenden Zyklinkinase-Inhibitoren p21 und p27 [185]. 
Die bei E. bovis-makromerontentragenden Zellen beobachtete Hochregulation 
verschiedener Zykline (CCNB2, CCND2, CCNE1, CCNE2) spricht grundsätzlich 
gegen ein Verbleiben der infizierten Zellen in der G0-Phase und eher für den Eintritt 
der makromerontentragenden Zelle in den Zellzyklus (vgl. 7.9), was durchaus als 
sinnvoll erscheint, da die Zelle in der G1-Phase wächst und sich auf eine Replikation 
vorbereitet. Der signifikante Eingriff in die Signalwege sowohl zum G1/S- als auch 
zum G2/M-Kontrollpunkt spricht zumindest grundsätzlich für eine E. bovis-bedingte 
Modulation des Zellzyklus (vgl. 7.9). Anhand der regulierten Gene ist jedoch nicht 
klar zu entscheiden, zu welchem Resultat dieser Eingriff führt. Neben den oben 
benannten hochregulierten Zyklinen und -assoziierten Molekülen (CDK2AP1, 
GADD45A) spricht auch die Hemmung des Zyklin-abhängigen Kinase Inhibitors 1C 
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(CDKN1C) eher für die Progression des Zellzyklus in die Synthesephase [324, 272, 
323, 345]. Allerdings könnte die gemessene Steigerung der Abundanz des Zyklin-
abhängigen Kinase Inhibitor 1A (CDKN1A) auch das Gegenteil bewirken (vgl. 7.9). 
Zudem spricht die Hochregulation des inhibitorisch wirkenden BRCA1 für eine 
Arretierung in der G2-Phase. 
Sobald E. bovis mit seinem Wachstum bzw. seiner Proliferation innerhalb der 
Wirtszelle beginnt, ist er in zunehmendem Maß auf wirtszelleigene Nährstoffe 
angewiesen. In Übereinstimmung wurden die meisten Metabolismus-assoziierten 
Moleküle in der späten Phase der Infektion induziert. Dabei waren verschiedene 
metabolische Kategorien, wie Kohlenhydrat-, Nukleinsäure- und Lipidmetabolismus 
als auch die Generierung von Energieträgern betroffen. Entsprechend wurden 
verschiedene Wege der Kohlenhydratbiosynthese bzw. deren Metabolismus über 
E. bovis moduliert, wie der Aminozucker-, Fruktose/Galaktose-, Nucleotidzucker- 
oder Pyrovat-Metabolismus als auch die Glykolyse/Glukoneogenese und der 
Pentose-Phosphat-Weg (vgl. 7.9), was insgesamt dafür spricht, dass die 
transkriptionelle Beeinflussung des Grundmetabolismus der Wirtszelle essentiell für 
das intrazelluläre Wachstum von E. bovis ist. 
Über den tatsächlichen Nährstoffbedarf seitens E. bovis ist jedoch - im Gegensatz zu 
T. gondii, dessen essentieller Bedarf an Purin [183], Hypoxanthin, Xanthin und 
andere Faktoren dokumentiert ist [331] - nichts bekannt. T. gondii hängt zudem von 
der wirtszelleigenen, über den Melanovat-Weg ablaufenden Synthese des 
Cholesterols ab [68, 332]. Interessanterweise wurden in E. bovis-infizierten Zellen 16 
Moleküle hochreguliert, die in Biosynthese und Metabolismus von Cholesterol 
eingebunden sind (vgl. 7.9), was für einen ähnlichen diesbezüglichen Nährstoffbedarf 
von E. bovis und T. gondii spricht. Insbesondere die Hochregulation des Enzyms 
Squalenepoxidase (SQLE), über die in unterschiedlichen T. gondii-infizierten 
Zelltypen berichtet wird [30, 255] und die als eine wichtige Komponente des 
Melavonat-Weges angesehen wird, spricht für die oben genannte Hypothese.  
Die an Tag 14 p. i. auftretende Hochregulation der im Metabolismus der Apfelsäure 
eingebundenen Enzyme ME1, MDH1 und MDH2 spricht zusätzlich für einen 
erhöhten Energiebedarf von E. bovis-Makromeronten gegen Ende der Reifung (vgl. 
7.9). 
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Die in gesteigertem Maß an Tag 8 p. i. auftretenden Immunreaktionen seitens der 
Wirtszelle werden unter 4.3.1.1 besprochen. 
 
4.3.2 Beeinflussung des Wirtszellproteoms über E. bovis-Infektion 
Um den globalen Einfluss von E. bovis auf die Wirtszelle auch auf Ebene der 
Proteinsynthese zu überprüfen, wurden Proteomanalysen an Tag 14 p. i. 
durchgeführt. Leider standen BUVEC nicht in ausreichender Menge zu Verfügung, so 
dass auf BFGC ausgewichen werden musste. Allerdings verläuft die Merogonie I von 
E. bovis in diesem Zelltyp ca. 3-4 Tage schneller, so dass die Vergleichbarkeit mit 
den ebenfalls an Tag 14 p. i. in BUVEC durchgeführten Transkriptomanalysen 
eingeschränkt ist. 
Bereits am Tag der Gewinnung der Zellproben wurden erste Merozoiten I freigesetzt, 
d. h. die Daten spiegelten die Situation unmittelbar gegen Ende der Merogonie I 
wieder. Vergleichende 2D-Analysen von E. bovis-infizierten und nicht-infizierten 
BFGC zeigten, dass insgesamt 211 Proteine in ihrer Abundanz verändert waren (vgl. 
7.10). 21 neu aufgetauchte Proteine waren parasitären Ursprungs, 23 Moleküle 
konnten nicht zugeordnet werden. Der Hauptanteil der modulierten Wirtszellproteine 
war in seiner Abundanz vermindert (137 Proteine). 111 Proteine wurden einer 
Analyse über MALDI-TOF-MS unterzogen, auch hier waren mit 84 Proteinen das 
Gros runterreguliert (vgl. 7.10). 
Die weitergehende Analyse der regulierten Proteine zeigte eine E. bovis-vermittelte 
Beeinflussung unterschiedlicher funktioneller Bereiche der Wirtszelle. Der 
Hauptanteil der hochregulierten Proteine war im Zellmetabolismus involviert (35 %), 
ein geringerer Anteil in Proteinprozessierung (19 %) und Zellstruktur (15 %). Die in 
ihrer Abundanz verminderten Proteine wurden ebenfalls in Zellmetabolismus (20 %) 
und Zellstruktur (23 %), aber auch in „Core“-Proteine und Transkriptions-assoziierte 
Moleküle (beide 17 %) neben anderen Bereichen gruppiert (vgl. 7.10).  
Innerhalb der Metabolismus-assoziierten Moleküle waren mit 16 Vertretern die 
meisten runterreguliert. Viele dieser Proteine sind in Glykolyse und Zitratzyklus 
eingebunden, was nahelegt, dass diese Hauptwege der Energiegewinnung entweder 
grundsätzlich nicht, oder, was wahrscheinlicher erscheint, gegen Ende der 
Merogonie nicht mehr benötigt werden (vgl. 7.10). Im Gegensatz dazu stehen Daten 
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von T. gondii-infizierten Wirtszellen, bei denen v. a. die in die Gykolyse involvierten 
Proteine hochreguliert waren [248]. Die Probengewinnung erfolgte hier jedoch in der 
proliferativen Phase des Parasiten und die Daten spiegeln somit Vorgänge eines 
anderen Stadiums wider. 
In Untersuchungen zur Modulation wirtszelleigener Zytoskelettelemente wurde 
gezeigt, dass die fortschreitende Merogonie I von E. bovis mit einer Vermehrung von 
Aktinfilamenten und Mikrotubuli verbunden ist [145]. Die Proteomanalysen gegen 
Ende der Merogonie zeigten dagegen, dass sowohl Aktin- und Myosin- als auch 
Tubulin-assoziierte Proteine in ihrer Abundanz vermindert waren (vgl. 7.10). 
Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass unmittelbar vor Freisetzung der 
Merozoiten I insbesondere die Hauptelemente des den Meronten I umgebenden 
Zytoskeletts vermindert werden und somit evtl. die Lyse der Zelle erleichtert wird. 
Auch die Transkriptions- und Translationsmaschinerie der Wirtszelle erschien zum 
Zeitpunkt der vorliegenden Untersuchung eher gehemmt zu werden. Entsprechend 
wurden 7 Vertreter der „heterogeneous nuclear ribonuclear protein“-Familie, die eine 
Rolle in der Prozessierung der prä-mRNA innerhalb des Kerns [98] sowie in deren 
Transport [267] spielen, in ihrer Abundanz vermindert, ebenso wie Histon-assoziierte 
Proteine, wichtige Transkriptionfaktoren wie „Ras“ und das Protein „Ran“, das einen 
Schlüsselfaktor beim nukleären Ex- und Import von Molekülen darstellt [238, 266] 
(vgl. 7.10). Auch der Prozess der Translation wurde eher gehemmt als gefördert, da 
wichtige Teilnehmer wie der “elongation factor 2” runterreguliert waren und der 
Parasit somit bestenfalls den Status quo der Zelle bis zur letztendlichen Auflösung 
erhalten konnte. 
Nichtsdestotrotz scheint E. bovis zumindest seinen inhibitorischen Einfluss auf die 
Apoptosefähigkeit der Wirtszellen zu erhalten, da - in Analogie zu T. gondii-infizierten 
Zellen [378] - Kaspase 8 in einer deutlich verminderten Abundanz vorlag. Auch die 
z. T. hochregulierten Vertreter der Heatshockproteine (z. B. HSP90, HSP70-9B) 
könnten für eine Hemmung der Apoptose sprechen. 
Bei Vergleich der an Tag 14 p. i. generierten Proteom- und Transkiptomanalysen 
muss die oben benannte Problematik der unterschiedlichen Zelltypen in Betracht 
gezogen werden. Zwar trat nach funktioneller Analyse grundsätzlich eine signifikante 
Modulation ähnlicher Funktionsbereiche zutage (Abb. 18), jedoch wurden 18 der 26 
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gleichermaßen in BUVEC und BFGC modulierten Moleküle in gegensätzlicher Weise 
reguliert (Tab. 3). Gegensätzliche Befunde von Proteom- und Transkriptomanalysen 
sind zwar grundsätzlich nicht ungewöhnlich und wurden so auch für andere 
Apikomplexa-infizierte Zellen berichtet [248, 386], dennoch sprechen die 
vorliegenden Daten insgesamt für eine unterschiedliche entwicklungsbiologische 
Situation in beiden Zelltypen, insbesondere da von infizierten BUVEC erst frühestens 
3 Tage später erste Merozoiten I freigesetzt wurden und sich dieser Zelltyp somit im 
Gegensatz zu BFGC noch in der Proliferationsphase befand. 
 
 
Tab 3:  Gleichermaßen im Transkriptom und Proteom E. bovis-infizierter 
  Wirtszellen regulierte Moleküle (14 Tage p. i.) 
Molekül Gentranskript Protein 
(n-fache Modulation) (n-fache Modulation) 
ACO2  1,71 -2,93 
APOA1 -1,51 -2,19 
CAPG  2,39 -3,68 
CNN2  2,23  2,39 
ECHS1  1,66  2,68 
ENO1  1,66 -2,65 
HSP90AA1  1,95  2,69 
HSPA8  1,52  4,01 
IDH3A  2,30 -2,38 
ITGAW  1,54 -5,02 
MDH1  2,53 -2,25 
MDH2  1,59  3,84 
PDLIM1 -1,69 -4,19 
PGAM1  2,05 -2,15 
PGK1  1,61 -3,77 
PHB  1,93 -2,11 
PRDX2  1,61 -2,19 
PSMD14  1,50 -2,25 
RUVBL1  2,56 -3,38 
SLC25A4  3,33  3,61 
STIP  1,60 -2,22 
TAGLN  1,60 -13,5 
TPI1  1,77 -3,69 
TUBB6  1,80 -2,27 
VIL2  1,87 -3,42 
YARS  1,52 -2,01 
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Abb. 18: Einordnung E. bovis-modulierter Proteine und Gentranskripte in funktionelle 
Bereiche der Wirtszelle. Vergleichende Analysen der über Proteom- (schwarze Balken) und 
Transkriptom- (graue Balken) Analysen generierten Datensätze vom 14. Tag p. i. (Ingenuity 
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4.4 Etablierung eines Eimeria ninakohlyakimovae-Zellkultur-
systems für vergleichende Untersuchungen 
Alle in der Literatur zu Vergleichszwecken heranziehbare, Eimeria-bezogene 
Untersuchungen zur zellulären Immunantwort als auch zur Modulation der Wirtszelle 
beziehen sich auf solche Arten, die entwicklungsbiologisch mit E. bovis nicht 
vergleichbar sind, da z. B. Epithelzellen als Wirtszellen fungieren oder keine 
Makromeronten ausgebildet werden und damit die Verweildauer des Parasiten 
innerhalb der Wirtszelle deutlich verkürzt ist. Um aus den bisher beschriebenen 
Untersuchungen allgemeine, für Makromeronten-produzierende Eimeria spp. gültige 
Aussagen ableiten zu können, wurde eine in vitro Kultur für 
Eimeria ninakohlyakimovae für vergleichende Untersuchungen etabliert. 
E. ninakohlyakimovae ist ein weltweit verbreitetes Kokzid von Ziegen, das sowohl 
klinisch (schwere hämorrhagische Typhlocolitis bei Ziegenlämmern, [181]) als auch 
entwicklungbiologisch (Ausbildung von Makromeronten in Endothelzellen [373]) mit 
E. bovis vergleichbar ist und ebenfalls die Profitabilität der Tierhaltung beeinträchtigt 
[308].  
Für die in vitro Kultur wurden primäre und permanente Zelllinien unterschiedlichen 
Ursprungs herangezogen: primäre caprine, bovine und humane Endothelzellen aus 
der Nabelschnurvene (CUVEC, BUVEC, HUVEC), permanente bovine Zelllinien von 
fötalen Gastrointestinalzellen (BFGC) und Kolonepithelzellen (BCEC) sowie eine 
permanente Nierenepithelzelllinie vom Affen (VERO-Zellen, African green monkey 
kidney cells) (vgl. 7.11).  
Die Invasion der E. ninakohlyakimovae-Sporozoiten erfolgte innerhalb eines 
Zeitrahmens von bis zu einer Stunde unabhängig vom verwendeteten Zelltypus. 
Dieses Wirtszell-unspezifische Invasionsverhalten entspricht dem bei anderen 
Eimeria spp. beschriebenen [21, 143, 107]. Die höchsten initialen Infektionsraten am 
ersten Tag p. i. wurden in absteigender Reihenfolge in BFGC, BCEC, HUVEC, 
CUVEC, BUVEC und VERO gemessen. Es wurden immer wieder Sporozoiten 
beobachtet, die eine zuvor invadierte Wirtszelle verließen, um neue zu infizieren (vgl. 
7.11). Ein solches Verhalten ist auch für Sporozoiten anderer Eimeria spp. 
dokumentiert [21, 22, 75, 143] und spiegelt wahrscheinlich die Fähigkeit mancher 
Sporozoiten wider, Zellverbände zu durchwandern um tiefere Schichten zu erreichen 
[21, 22]. Dieses Durchwandern kommt vermutlich über einen alternativen 
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Invasionsprozess zustande, der analog zu E. bovis [21] und P. falciparum [240, 241] 
mit dem Aufbrechen der Plasmamembran der Wirtzelle und deren schneller 
Reparatur verbunden ist. 
Im Gegensatz zum unspezifischen Invasionsprozess erfolgte die intrazelluläre 
Weiterentwicklung auf Wirtszell-spezifischer Ebene, da sie ausschließlich in Zellen 
ruminanten Ursprungs stattfand. Dementsprechend kam es in VERO-Zellen analog 
zu E. bovis [143] nicht zur Weiterentwicklung der Sporozoiten, die jedoch vital 
innerhalb einer sehr großen parasitophoren Vakuole verblieben (vgl. 7.11). HUVEC 
erlaubten zwar eine gewisse Weiterentwicklung, es kam jedoch nicht zur Ausbildung 
maturer Makromeronten. Erstaunlicherweise war die Bildung reifer Makromeronten 
nicht auf endotheliale Zellen beschränkt (CUVEC, BUVEC, anteilig in  BFGC), 
sondern erfolgte ebenso in Zellen epithelialen Ursprungs (BCEC). Diese ursprünglich 
aus bovine Kolonkrypten isolierte Zelllinie zeigte jedoch nach der Immortalisierung 
eine Veränderung ihrer ursprünglichen Eigenschaften und wurde entsprechend ihrer 
Charakteristik eher Makrophagen-ähnlichen Zellen zugeordnet (C. Menge, 
persönliche Mitteilung). Es erscheint als wahrscheinlich, dass sich zudem solche 
Eigenschaften geändert haben, die letztendlich eine Reifung von Makromeronten 
unterstützen. Nichtsdestotrotz bleibt es erstaunlich, dass BCEC nicht nur 
grundsätzlich eine Makromerontenentwicklung erlauben, sondern sogar den Zelltyp 
mit der höchsten Ausbeute an Merozoiten I repräsentieren.  
Die in der in vitro Kultur entwickelten E. ninakohlyakimovae-Makromeronten 
variierten bezüglich ihrer Größe und Morphologie sowohl innerhalb eines Zellrasens 
als auch zwischen den verwendeten Zelltypen. Die im Mittel bei weitem größten 
Makromeronten wurden in CUVEC nachgewiesen. Unterschiedliche Morphologie-
typen, wie gekammerte/ungekammerte Typen, unstrukturierte Formen, 
rosettenförmige Anteile enthaltende Typen oder solche, die Merozoiten in der 
Peripherie ansammelten, wurden in allen permissiven Zellen gleichermaßen 
gefunden. Die zelluläre Grundlage oder Bedeutung dieser Morphologietypen ist 
bisher nicht geklärt. 
Mit der Entwicklung der E. ninakohlyakimovae-Makromeronten stellten sich analog 
zur E. bovis-Kultur (vgl. 7.9 und 4.3.1.2) Veränderungen der Zellkernmorphologie 
infizierter Zellen ein (vgl. 7.11). Neben der bei jedoch nicht allen infizierten Zellen 
gleichermaßen beobachteten Vergrößerung des Zellkerns kam es mikroskopisch 
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sichtbar frühestens ab Tag 7 p. i. zu einer Zunahme des sich hell darstellenden 
Euchromatins zulasten des dunkel erscheinenden Heterochromatins, was auf eine 
replikations- oder transkriptionsaktive Zelle schließen lässt [3]. Zudem konfluierten 
und wuchsen die Nukleoli zu einem oder mehreren großen Nukleoli, so dass sich der 
Zellkern der infizierten Zellen dauerhaft ab Tag 7 p. i., also mit dem vermuteten 
Beginn der Parasitenproliferation, als sog. „Spiegelei“-Form darstellte. Da der 
Nukleolus den Ort der rRNA-Prozessierung sowie der ribosomalen Untereinheiten 
darstellt, indizieren die geschilderten Veränderungen der Nukleoli einen Zelltyp, der 
große Mengen an Protein produziert [3]. Sobald der Morphologiewechsel eingetreten 
war, verblieben die Zellkerne der infizierten Wirtszellen in diesem Zustand bis zur 
Ruptur der Zelle mit anschließender Freisetzung der Merozoiten I (vgl. 7.11). 
Mit der hier entwickelten Zellkultur für E. ninakohlyakimovae steht uns nun ein 
wichtiges Instrument zur Verfügung, das einerseits für zukünftige vergleichende 
Untersuchungen zu E. bovis herangezogen werden kann, andererseits aber natürlich 






Die individuell variierende Empfänglichkeit von Kälbern für eine E. bovis-Erstinfektion könnte 
mit unterschiedlich stark ausgeprägten, nicht-adaptativen Immunreaktionen zusammen-
hängen. Um deren Natur zu überprüfen, wurden Analysen zu Interaktionen von Monozyten, 
Makrophagen, NK-Zellen und PMN mit E. bovis-Sporozoiten durchgeführt. Während 
Monozyten nur eine geringe Reaktivität nach Konfrontation mit E. bovis-Sporozoiten in vitro 
zeigten, waren alle anderen Zelltypen hochreaktiv, führten zur m. o. w. stark ausgeprägten 
Elimination der Parasiten und produzierten (mit Ausnahme der NK-Zellen) immun-
modulatorisch wirkende Mediatoren. Immunhistologische Untersuchungen zeigten, dass der 
Makrophagenbesatz der infizierten Darmschleimhaut nach Primär- und Reinfektion 
zunehmend gesteigert ist. Sowohl PMN als auch Monozyten reagierten ex vivo im 
Infektionsverlauf mit gesteigerten Phagozytose- und Oxidative Burst-Aktivitäten. PMN-
vermittelte Reaktionen führten zudem zu der hier erstmalig für die Abwehr von Eimeria-
Stadien beschriebenen Bildung sog. „Neutrophil extracellular traps“, mit der Sporozoiten 
zwar nicht abgetötet wurden, jedoch über Vernetzung immobilisiert und an der Invasion von 
Wirtszellen gehindert wurden. Insgesamt ließen die Ergebnisse auf eine wichtige Beteiligung 
der oben genannten Zellen an der initialen Abwehr der E. bovis-Infektion schließen. 
Adaptative Immunreaktionen spielen generell eine wichtige Rolle bei der Abwehr von 
Eimeria-Infektionen, sowohl bezüglich der Kontrolle von Erstinfektionen als auch der 
Entwicklung der Immunität gegen Reinfektionen. Die Überprüfung solcher Reaktionen bei 
PBMC E. bovis experimentell primär- und reinfizierter Kälber verdeutlichte eine anhand 
antigenspezifischer T-Zellproliferation und zeitgleicher Synthese von IFN-γ und IL-2 als Th1-
dominiert einzustufende Immunreaktion in der Präpatenz der Erstinfektion. Anschließend 
waren mit beginnender Patenz die Immunreaktionen über IL-4 eher Th2-orientiert und die 
PBMC proliferierten nicht mehr. Sowohl CD4+- als auch CD8+-T-Zellen wurden als Quelle der 
IFN-γ-Synthese in der Primärinfektion identifiziert, während IL-2 und IL-4 in erster Linie von 
CD4+ T-Zellen gebildet wurden. Lymphknotenlymphozyten reagierten insgesamt ähnlich wie 
PBMC, wobei es unerheblich war, aus welchem Lymphknoten sie stammten. PBMC primär-
infizierter Tiere reagierten zusätzlich im Verlauf der Infektion in Antigen-unabhängiger Weise 
mit einer vermehrten Produktion von IFN-γ und IL-4, was einen bisher nicht beschriebenen 
Mechanismus bei Eimeria-Infektionen darstellt. Anhand von FACS-Analysen ließ sich nach 
Erstinfektion im peripheren Blut eine Expansion der CD4+-T-Zellen beobachten. Auf den 
Anteil der CD8+- und γδ-TCR+-positiven Zellen hatten die Infektionen kaum Einfluss. Nach 
Reinfektion blieben sowohl antigenspezifische proliferative Aktivitäten und Expansion der T-
Zellsubpopulationen als auch Zytokinsynthese mit Ausnahme von IL-4 völlig aus, was einen 
frühen Abbruch der Reinfektion noch vor Entwicklung derjenigen Stadien, die während der 
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Primärinfektion Reaktionen hervorgerufen hatten, vermuten lässt. Die Infiltration der 
infizierten Darmschleimhaut sowohl während der Primär- als auch der Reinfektion mit CD4+- 
und CD8+-T-Zellen lässt insgesamt auf protektive Funktionen beider Zelltypen schließen. 
E. bovis-Sporozoiten infizieren mit Endothelzellen hochreaktive Zellen, die ein breites 
Spektrum an pro-inflammatorischen und immunmodulatorischen Molekülen produzieren 
können und zudem sehr empfindlich auf widrige Bedingungen reagieren. Die im Rahmen 
dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigten, dass Infektionen mit E. bovis-
Sporozoiten im Gegensatz zu solchen mit Tachyzoiten der nahe verwandten Arten T. gondii 
und N. caninum innerhalb von 3 Tagen p. i. zur vergleichsweisen schwachen Induktion 
immunmodulatorischer Mediatoren führt. Analysen zur Modulation des Wirtszelltranskriptoms 
4 Stunden und 4 Tage nach der Infektion bestätigen dies. Dagegen erfolgte am Tag 8 der 
Merogonie I eine pro-inflammatorisch ausgerichtete Immunreaktion der Wirtszellen.  
Das transkriptionelle Profil von mit E. bovis-Sporozoiten infizierten bovinen Endothelzellen 
ließ insgesamt auf eine Zweiteilung der parasiten-induzierten Modulation der Wirtszelle 
schließen. Während in der Frühphase mit 4 Stunden und 4 Tage p. i. der Einfluss des 
Parasitens auf das Wirtszelltranskriptom gemessen an der Zahl regulierter Gene schwach 
war und eher eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung der Endothelzellen vermuten ließ, 
kam es ab beginnender Proliferation des Parasitens 8 und 14 Tage p. i. zum massiven 
Eingriff in die wirtszelleigene Transkriptionsmaschinerie. Dabei waren diverse funktionelle 
Bereiche der Wirtszelle betroffen. Mit zunehmender Infektionsdauer nahm E. bovis vermehrt 
Einfluss auf Zellwachstum und -Proliferation, den Zell-Zyklus, den Zell-Tod sowie den 
wirtszelleigenen Metabolismus. Die Qualität der Regulation lassen auf eine parasiten-
induzierte Hemmung der Apoptose und auf eine Arretierung des Zellzyklus als auch auf eine 
zunehmende Ausbeutung der wirtszelleigenen Nährstoffe zur Erleichterung der 
Parasitenproliferation schließen. Während die Nährstoffbedürfnisse von E. bovis bisher völlig 
unbekannt waren, weist die Induktion charakteristischer metabolischer Moleküle erstmalig 
auf eine Abhängigkeit des Parasitens von der zellulären Cholesterolsynthese während der 
proliferativen Phase hin. 
Gegen Ende der Merogonie I durchgeführte Proteomanalysen verdeutlichten dagegen, dass 
der Parasit zum Zeitpunkt der Merozoiten I-Freisetzung in erster Linie den Status quo der 
Wirtszelle erhält indem er z. B: weiterhin ihre Apoptose verhindert. Ansonsten wurde das 
Gros der nachgewiesenen Moleküle in seiner Abundanz vermindert, was mit auch mit einem 





Primary-infected calves show individually varying susceptibilities for E. bovis which may 
be based on differentially displayed innate immune reactions. To characterize such 
reactions we analysed interactions of PMN, monocytes, macrophages and NK-cells with 
E. bovis sporozoites. Besides monocytes, all other cell types showed high reactivity in 
vitro leading to sporozoite elimination and to the production of various 
immunomodulatory molecules (except for NK cells). Immunohistology revealed 
enhanced infiltration of macrophages in gut mucosa of primary and challenge infected 
animals. Both PMN and monocytes displayed increased phagocytic and oxidative burst 
activities ex vivo during E. bovis infection. Moreover, upon exposure to sporozoites, PMN 
reacted by the formation of neutrophil extracellular traps (NETs) which is a newly 
described effector mechanism against Eimeria stages. NET formation did not directly 
promote parasite death but led to sporozoite immobilisation and subsequent inhibition of 
host cell infection. Overall, the data indicate an important role of innate immune reactions 
in E. bovis defense. 
Adaptive immune reactions against Eimeria species generally lead to control of primary 
infection and promote immunity against reinfections. We here analyse adaptive immune 
reactions of E. bovis primary and challenge infected calves. Primary infection was 
characterised by Th1-dominated immune responses in prepatency as measured by 
enhanced antigen-specific cell proliferation and IFN-γ/IL-2 gene transcription in PBMC. 
Thereafter, the augmented production of IL-4 in PBMC with beginning patency indicated 
a switch to Th2-associated immune reactions. Overall, lymphocytes isolated from lymph 
nodes reacted equally as PBMC. Besides antigen-specific reactions we also found an 
infection-triggered induction of the non-specific activation state of PBMC in the course of 
primary infection as detected by enhanced intracellular IFN-γ and IL-4 content of 
phorbol-12-myristate-13-acetate/ionomycin-stimulated PBMC. This may represent a new 
mechanism of immune cells of E. bovis-infected calves contributing to ongoing immune 
reactions. FACS analyses revealed an expansion of CD4+ T cells during primary 
infection, whilst CD8+ and γδ-TCR+ T cell were hardly affected. After homologous 
reinfection PBMC neither proliferated nor produced cytokines, except for IL-4, suggesting 
an early abrogation of parasite development. Both E. bovis primary and challenge 
infections had an impact on local tissue T cell distribution. Primary infection was 
characterised by a CD4+ T cell infiltration early in prepatency in ileum and later in colon 
mucosa, whereas CD8+ T cells were only found accumulating in the latter gut segment. 
Summary 
90 
Challenge infection led to infiltration of both CD4+ and CD8+ T cells in small intestine and 
large intestine segments indicating protective functions of both cell types.  
In vivo E. bovis sporozoites must invade endothelial cells, which are highly immuno-
reactive cells being able to produce a broad range of pro-inflammatory and 
immunomodulatory molecules. However, infections of BUVEC with E. bovis sporozoites 
led to a much weaker induction of host cell-derived immunomodulatory molecules within 
3 days after infection than infections with tachyzoites of the closely related T. gondii and 
N. caninum. Analyses on the E. bovis-mediated modulation of the host cell transcriptome 
4 hours and 4 days p. i. confirmed these results. In contrast, 8 days p. i. host cell 
response was characterised by a strong pro-inflammatory reaction indicating host cell 
activation. 
Considering the numbers of E. bovis-regulated genes, the results of microarray-based 
transcriptional profiling suggested that merogony I was dissected in an early low-
responsive phase and a late, highly reactive one beginning with the onset of parasite 
proliferation. Thus, 4 hours and 4 days p. i. host cells hardly reacted on the 
transcriptional level and E. bovis infection rather led to inhibition of host cell activation. 
Beginning with parasite proliferation at day 8 p. i. E. bovis increasingly regulated the 
transcriptional machinery influencing various functional categories of host cell 
transcriptome. With increasing merogony I duration E. bovis escalated its influence on 
molecules involved in cell growth/proliferation, cell cycle, cell death and host cell 
metabolism. The nature of regulation suggested parasite-induced inhibition of apoptosis 
and an arrest of cell cycle both allowing for parasite proliferation. Moreover, E. bovis 
increasingly exploited host cell nutritients during merogony I. So far, nothing was known 
on the precise nutritional needs of E. bovis. The induction of characteristic metabolic 
molecules measured in this work indicates the dependency of this parasite on host cell 
cholesterol synthesis during its proliferative phase. 
Analyses of host cell proteome modulation at the very end of E. bovis merogony I 
suggest that the parasite sustains the status quo of the host cell to support its merozoite I 
formation and release. Parasite-induced differences in protein abundance concerned 
distinct functional categories, with most proteins being involved in host cell metabolism, cell 
structure, protein fate and gene transcription. The majority of modulated molecules were 
down-regulated and some regulated molecules indicated inhibition of host cell apoptosis 
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